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Tabla  3.15.  Concentraciones  de  hemoglobina  bovina  y  suplementos  añadidos  para  la 
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VP  (versatile  peroxidases,  EC  1.11.1.16)  secreted  by  white‐rot  fungi  are  involved  in 
natural  decay  of  lignin.  VP  combine  the  general  catalytic  features  of  other  haem‐containing 
enzymes  (in  terms  of  substrate  specificity  and  reaction mechanisms),  such  as  the  high‐redox‐
potential  ligninolytic  peroxidases,  LiP  (lignin  peroxidase)  and MnP  (manganese  peroxidase), 
with  those of peroxidases with a  lower  redox potential,  such as HRP  (horseradish peroxidase) 
and CiP  (Coprinopsis  cinerea  peroxidase).  Thus VP  behaves  as  a  generalist  biocatalyst,  readily 
oxidizing  a  variety  of  compounds.  Unfortunately,  VP  has  not  been  successfully  functional 
expressed in any heterologous host, which limits its potential development. 
In  this  context,  directed molecular  evolution  represents  an  elegant  shortcut  to  tailor 
enzymes with  improved  features.  By mimicking  the Darwinist  algorithm  of  natural  selection 
through  iterative  steps of  random mutagenesis and/or DNA  recombination,  the  temporal  scale 
of  evolution  can  be  collapsed  from millions  of  years  into months  rather  than weeks  of  bench 
work. 
We  have  engineered  the  VP  from  Pleurotus  eryngii  to  be  functionally  expressed  in 
Saccharomyces cerevisiae by directed evolution. Firstly, the optimization of culture conditions for 
functional  expression  and  the  engineering  of  a  reliable high‐throughput  screening  assay were 
performed. Afterwards, a fusion gene containing the VP from P. eryngii and the α factor prepro‐
leader  from  S.  cerevisiae was  constructed  and  subjected  to  four  rounds  of  directed  evolution, 
achieving a level of secretion in S. cerevisiae of 21 mg/L. The evolved variant for expression (R4) 
harbored four mutations and increased its total VP activity 129‐fold over parent type along with 




(Glu‐Ala‐Glu‐Ala)  that  enhanced  secretion.  The  engineered  N‐terminally  truncated  variants 
displayed  similar biochemical properties  to  those of  the non‐truncated counterpart  in  terms of 
kinetics, stability and spectroscopic features.  
Finally, we took advantage of the laboratory evolution platform set here to improve the 
thermostability of VP. Three additional  cycles of evolution  led  to a more  thermostable variant 
(2‐1B),  harboring  3  stabilizing mutations.  2‐1B mutant  showed  a T50  8°C  higher  than parental 
type and the thermoactivity range was widened (from 30‐45°C for parent type to 30‐50°C for 2‐
1B). Moreover,  as  a  consequence  of  laboratory  evolution,  some  unexpected  side‐effects were 
detected. The enzyme’s stability at alkaline pHs was significantly  increased retaining ~60 % of 
its residual activity at pH 9.0. In addition, the Km for H2O2 was enhanced up to 15‐fold while the 
catalytic efficiency was maintained. Mutations  introduced  in  the course of evolution seemed  to 

















DS  et al., 1994). En concreto  la  lignina puede  suponer hasta el 25 % de  la biomasa de una 
planta.  
La  lignina  desempeña  una  importante  función  estructural  en  los  vegetales.  Se 
deposita principalmente en la pared celular secundaria rodeando y compactando las fibras 
de  celulosa  y  hemicelulosa  aportando  sostén  y  rigidez  a  los  tejidos  leñosos,  creando  un 
entramado tridimensional muy denso que deja espacios de tan solo 5 nm de diámetro, por 




celular  (celulosa  y  hemicelulosa)  y  por  ende  previene  a  la  planta  del  ataque  enzimático 
microbiano. 
Desde  un  punto  de  vista  estructural,  la  lignina  es  un  biopolímero  aromático 
heterogéneo  tridimensional  muy  complejo  constituido  a  partir  de  la  polimerización 
deshidrogenativa  de  tres  precursores  fenólicos  (los  alcoholes  p‐hidroxicinamílicos:  p‐
cumarílico,  coniferílico  y  sinapílico),  en  una  reacción mediada  por  peroxidasas  y  lacasas 
vegetales  (el  denominado  proceso  de  lignificación)  (Figura  1.1).  Estas  unidades 
monoméricas  son  oxidadas  a  los  correspondientes  radicales  que  pueden  reaccionar  entre 
ellos  formando dímeros,  los  cuales pueden  ser  a  su vez oxidados dando  lugar  a diversas 
reacciones que van generando distintos tipos de lignina, con diferente complejidad química 
(Higuchi, T,  1990). Predominan principalmente  los  enlaces  éter  β‐O‐4  (para  su  formación 
participa  el  oxígeno  fenólico  de  los  alcoholes  cinamílicos  por  lo  que  el  contenido  en 
estructuras fenólicas no supera el 10 % (Camarero, S et al., 1994)) y también diferentes tipos 
de enlace carbono‐carbono. Todo ello hace de  la  lignina uno de  los compuestos orgánicos 
naturales más persistentes y difíciles de descomponer (Hammel, KE, 1997).  
La degradación de la lignina (debido a su abundancia y naturaleza recalcitrante) se 
puede  considerar  un  paso  clave  en  el  reciclado  del  carbono  en  la  biosfera,  así  como  en 
diferentes  aprovechamientos  de  la  biomasa  vegetal  como  por  ejemplo  la  fabricación  de 






Existen  diferentes  organismos  capaces  de  degradar  en  algún  grado  el  material 




Eriksson,  K‐EL  et  al.,  1990;  Kirk,  TK,  1983).  Éstos  producen  dos  clases  diferentes  de 
degradación en función del ataque que realicen: i) la podredumbre parda, que se caracteriza 
por  la capacidad de  los hongos para modificar  la  lignina con el fin de acceder y utilizar  la 
celulosa y hemicelulosa, de manera que el producto resultante es de color pardo (de ahí su 
nombre); y ii) la podredumbre blanca, en la que los hongos degradan totalmente la lignina 











La  mayoría  de  los  hongos  de  podredumbre  blanca  poseen  un  complejo  sistema 
extracelular de naturaleza oxidativa para poder degradar la lignina. Este sistema incluye un 
consorcio  de  enzimas  principalmente  formado  por  oxidorreductasas:  i)  lacasas;  ii) 
peroxidasas;  iii)  oxidasas  productoras  de  H2O2;  así  como  metabolitos  de  bajo  peso 
molecular que actúan como  transportadores electrónicos difusibles  (Ruiz Dueñas, FJ  et al., 
2009).  La  existencia  de  estos  últimos  intermediarios  (mediadores  redox)  resulta 




de  las unidades  fenólicas de  la  lignina  empleando  como  aceptor  final de  electrones  el O2 
(Thurston,  CF,  1994)  y  liberando  H2O  como  único  subproducto.  Estas  enzimas  se 
descubrieron  por  primera  vez  en  el  árbol  japonés  de  la  laca  Toxicodendron vernicifluum  o 
Rhus  vernicifera  (Yoshida,  H,  1883).  Posteriormente  se  han  encontrado  en  otras  plantas, 
hongos, bacterias  e  incluso  en  cutículas de  insectos  (Gianfreda, L  et al., 1999). Las  lacasas 
son  secretadas  por  la  mayoría  de  hongos  de  la  podredumbre  blanca,  lo  que  pone  de 




indirecta a  través de  la oxidación de mediadores  redox  lo que permite actuar  sobre otros 
compuestos  con mayor  E°  que  la  propia  lacasa  (incluyendo  compuestos  no  fenólicos)  a 
través del denominado sistema lacasa‐mediador (Bourbonnais, R et al., 1990; Camarero, S et 
al., 2005).  
Los  Basidiomicetes  de  podredumbre  blanca  secretan  tres  tipos  de  peroxidasas 
ligninolíticas  de  alto  E°  denominadas  lignina  peroxidasa  (LiP),  manganeso  peroxidasa 




descrita  fue  la glioxal oxidasa de Phanerochaete chrysosporium  (Kersten, PJ  et al.,  1987) que 
era  capaz  de  oxidar  aldehídos  alifáticos  producidos  por  el  hongo  y  generar  H2O2. 
Posteriormente  se  ha descrito  otra  oxidasa  extracelular  en  hongos del  género Pleurotus  y 
Bjerkandera  denominada  aril‐alcohol  oxidasa  (AAO,  EC  1.1.3.7)  (Guillén,  F  et  al.,  1990; 







la  existencia  de  un  ciclo  de  oxidorreducción  de  aldehídos  aromáticos  generados  por  el 
hongo en el que  intervienen aril‐alcohol deshidrogenasas  intracelulares, esenciales para  la 
regeneración  del  FADH2  requerido  por  la AAO  (Guillén,  F  et  al.,  1994a; Guillén,  F  et  al., 
1994b; Hage, A et al., 1999; Ruiz Dueñas, FJ et al., 2009). 
En  la despolimerización de  la  lignina  también participan metabolitos de bajo peso 
molecular,  iones metálicos  (Mn3+),  radicales  aromáticos  (productos  de  la  oxidación  de  la 
lignina o metabolitos secretados por el hongo) y especies  reactivas de oxígeno que actúan 
como mediadores redox propagando la oxidación de la lignina a las zonas más internas de 









su  capacidad  para  oxidar  dímeros  de  lignina  de  tipo  no  fenólico  y  otros  compuestos 
aromáticos  de  alto  E°,  y  despolimerizar  la  lignina  sintética  en  presencia  de  alcohol 
veratrílico (AV). El AV es un metabolito aromático secretado por los hongos que degradan 
la  lignina  (siendo el sustrato habitualmente utilizado para  identificar actividades LiP) que 




se  encuentra  conservado  en  todos  los miembros  de  este  grupo  a  excepción  de  la  LiP  de 
Trametes cervina que presenta una tirosina superficial, localizada en una posición distinta al 














iniciar  la  peroxidación  de  lípidos  insaturados  generando  radicales  libres  capaces  de 
degradar  dímeros  no  fenólicos  (Jensen, KA  et  al.,  1996).  Las MnP  presentan  un  pequeño 
canal  de  entrada  al  hemo  formado  por  tres  residuos  ácidos  altamente  conservados,  por 
donde el Mn2+ accede al propionato interno del hemo.  
iii)  Peroxidasas  versátil,  VP  (EC  1.11.1.16).  Las  VP  combinan  las  propiedades 
catalíticas  de  las  LiP  y  las  MnP,  lo  que  les  confiere  una  gran  versatilidad  y  potencial 
biotecnológico  (Martínez, AT,  2007; Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  2009a). De  esta  forma,  las VP 
pueden  oxidar  sustratos  típicos  de  la  LiP  (como  el  AV,  los  metoxibencenos  y  dímeros 
modelo de lignina de tipo no fenólico), así como el Mn2+, sustrato característico de la MnP. 
En concreto, la VP presenta en su estructura un sitio de unión al manganeso, responsable de 
la  oxidación del Mn2+  a Mn3+  (al  igual  que  la MnP)  y  un  triptófano  catalítico  superficial, 
responsable de la oxidación de compuestos aromáticos de alto potencial redox (al igual que 
la LiP). Además,  la VP por  sí misma  (en  ausencia de oxidaciones mediadas)  es  capaz de 
oxidar  directamente  compuestos  fenólicos  y  colorantes  tipo  azo  de  bajo  E°,  así  como 
compuestos  de  alto  E°,  como  el  Reactive  Black  5  (RB5)  o  hidrocarburos  aromáticos 




picante, HRP). El pH óptimo para  la oxidación de  estos  sustratos varía desde  5.0 para  la 
oxidación del Mn2+ a 3.0 para el AV, valores  similares a  los óptimos para  la oxidación de 
estos mismos sustratos por la MnP y la LiP, respectivamente. 
1.2.2 CARACTERÍSTICAS  ESTRUCTURALES  GENERALES  DE  LAS 
PEROXIDASAS LIGNINOLÍTICAS 
En  la actualidad existe una gran cantidad de  información estructural y mecanística 
acerca  de  las  hemoperoxidasas  gracias  a  los  numerosos  estudios  estructura‐función 
sustentados por un elevado número de estructuras moleculares resueltas y publicadas (~250 
estructuras  disponibles  en  la  base  de  datos:  http://www.rcsb.org).  Las  peroxidasas 
ligninolíticas  son  proteínas  globulares  de  30‐40  kDa  y  alrededor  de  300  aminoácidos, 
constituidas por 10‐12 α‐hélices y 4‐5 estructuras β de longitud variable, distribuidas en dos 
dominios bien diferenciados, el dominio proximal y el distal. Las peroxidasas ligninolíticas 
presentan  estructuras  muy  conservadas  a  pesar  de  que  el  grado  de  similitud  de  sus 





péptido  señal  en  su  extremo  N‐terminal  que  dirige  la  secreción  a  través  del  retículo 
endoplasmático (RE). Las proteínas maduras poseen de 40 a 60 residuos extra en el extremo 
C‐terminal  en  comparación  con  otros  miembros  de  la  superfamilia  de  peroxidasas 
bacterianas, fúngicas y de plantas. Como en todas las hemoperoxidasas, su grupo prostético 
hemo  está  constituido  por  cuatro  anillos  pirrólicos  unidos  por  puentes  metileno  que 
albergan  un  ion  Fe3+  en  el  estado  de  reposo  basal  de  la  enzima.  La  estructura  de  las 
peroxidasas  ligninolíticas  se  encuentra  reforzada  por  4  puentes  disulfuro  (localizados  en 
distinta  posición  a  los  de  las  peroxidasas  de  plantas,  clase  III)  e  incluyen  dos  Ca2+ 
estructurales que les confieren estabilidad (también presentes en otras peroxidasas de clase 
II). Su grado de glicosilación es entorno al 5 %. El aminoácido  tirosina  está ausente  en  la 
secuencia a excepción de una LiP de P. chrysosporium y de T. cervina (Welinder, KG, 1992).  
1.2.2.1 Entorno del hemo 
Las peroxidasas  ligninolíticas poseen un grupo hemo de  tipo b  (ferriprotoporfirina 
IX, Figura 1.2) característico de las diferentes superfamilias de hemoperoxidasas localizado 
en una cavidad interna de la proteína que se conecta con el solvente a través de uno o dos 




otra histidina conservada,  la histidina distal  (por extensión  la  región  localizada en el  lado 
de  la histidina proximal  recibe el nombre de dominio proximal y  la  región del  lado de  la 












Como  se  ha mencionado,  en  el  lado  proximal  se  encuentra  la  histidina  proximal 
unida  a  través del Nε del  anillo  imidazol  con  el  hierro del  hemo.  Se  ha  sugerido  que  la 
fuerza de  este  enlace modula  el E°  (Banci, L  et  al.,  1991), por  tanto  cuanto mayor  sea  la 
distancia entre la histidina proximal y el hierro mayor es la deficiencia electrónica de éste y 
mayor  será  el  E°.  En  el  lado  proximal  también  hay  un  aspártico  unido  a  la  histidina 
proximal  por  un  puente  de  hidrógeno  entre  el  Nδ  del  imidazol  y  la  cadena  lateral  del 
aspártico. Como se explicará más adelante en el Apartado 1.2.3, pag 15 esta unión aumenta 
la densidad  electrónica de  la histidina promoviendo  la  ruptura heterolítica del H2O2 para 
dar lugar al compuesto I. El tercer residuo conservado es una fenilalanina aunque no parece 
tener un efecto sobre la catálisis. La sustitución de la fenilalanina proximal en la MnP de P. 
chrysosporium  no  afectó  a  las  propiedades  catalíticas  de  la  enzima  aunque  modificó  su 
estabilidad (Kishi, K et al., 1997) (Figura 1.3). 
 





de  los estados oxidados de  la enzima. También se ubica aquí una  fenilalanina conservada 






Tabla  1.1.  Residuos  conservados  en  las  peroxidasas  ligninolíticas  de  la  clase  II  en  el  lado 
proximal y distal del entorno del hemo. 
Peroxidasa  Lado proximal Lado distal 
LiP  H176  F193 D238 H47 R43  F46 
MnP  H173  F190  D242  H46  R42  F45 
VP  H169  F186  D231  H47  R43  F46 
 
1.2.2.2 Calcios estructurales 
Los  iones Ca2+ de  las peroxidasas  ligninolíticas se encuentran  localizados uno en el 
dominio proximal y otro en el distal. El Ca2+ proximal está fuertemente unido con 8 átomos 
de  oxígeno  del  esqueleto  proteico  y  de  las  cadenas  laterales  de  varios  aminoácidos,  en 
concreto  interacciona  con  5  aminoácidos muy  conservados que  en  el  caso de  la VP de P. 




interacciona  con  7  átomos  de  oxígeno  tanto  del  esqueleto  proteico  como  de  cadenas 
laterales. En  su  coordinación  intervienen  2 moléculas de  agua y  4  aminoácidos que  en  el 
caso de la VP de P. eryngii se corresponden con Asp48, Gly60, Asp62 y Ser64 (Figura 1.4B).  
Es  importante  destacar  que  en  la  coordinación  tanto  del  Ca2+ proximal  como  del 
distal, uno de  los  ligandos (Ser170 en el caso del Ca2+ proximal y Asp48 en el caso del Ca2+ 
distal) es contiguo a la histidina proximal y distal, respectivamente, la primera involucrada 






detallados explican como  la pérdida de  los Ca2+ promueve el acercamiento de  la histidina 
distal al hemo que  termina ocupando el sexto  lugar de coordinación del Fe3+  formando un 
complejo bis(histidil)‐hierro hémico que  impide el acoplamiento del H2O2 al Fe3+ y deriva, 
por  tanto,  en  la  inactivación  de  la  enzima.  Sin  embargo,  la  adición  de  Ca2+  permite  la 
recuperación  del  estado  pentacoordinado  y  por  tanto  de  la  actividad  (Youngs, HL  et  al., 
2000). Se ha descrito un  efecto  similar para  la  inactivación  térmica de  las  enzimas donde 





complejo  bis(histidil)‐hierro  hémico,  pero  al  igual  que  en  el  caso  anterior,  la  adición  de 







dos moléculas de agua  implicados en  su coordinación. Las esferas azules  representan  los Ca2+ y  las 
rojas los átomos de oxígeno de las moléculas de agua. 
1.2.3 CICLO CATALÍTICO  
Todas  las peroxidasas descritas  comparten prácticamente  el mismo  ciclo  catalítico 
que comienza con  la oxidación de  la peroxidasa por parte de hidroperóxidos, activando  la 
enzima para que pueda llevar a cabo dos oxidaciones monovalentes sucesivas de una gran 
variedad de compuestos. El proceso general conlleva tres pasos consecutivos en  los que se 
forman  las  dos  especies  catalíticas  del  ciclo,  denominadas  compuesto  I  y  compuesto  II 
(Figura  1.5).  En  el  mecanismo  de  acción  de  las  hemoperoxidasas  están  implicadas  dos 
moléculas  de  sustrato  reductor,  por  lo  que  se  puede  establecer  cierta  similitud  con  los 
mecanismos  ping‐pong  (es  decir,  la  unión  de  los  sustratos  reductores  a  la  enzima  es 
secuencial de manera que tras la unión de la primera molécula de sustrato y liberación del 
producto oxidado, la enzima modificada acepta una segunda molécula de sustrato para dar 
lugar a una nueva oxidación  recuperando  finalmente  su estado basal). En concreto, es un 









En  el  ciclo  catalítico de  las hemoperoxidasas  (Figura  1.5)  se distinguen  tres pasos 
fundamentales: 
i)  Inicialmente,  la  hemoperoxidasa  en  estado  de  reposo  reacciona  con  un 
equivalente  de  H2O2.  El  H2O2  se  reduce  a  H2O  y  la  enzima  es  oxidada  mediante  la 
substracción  de  dos  electrones,  de  manera  que  recibe  dos  equivalentes  de  oxidación 
generándose el compuesto  I. Un equivalente de oxidación  reside en el hierro en  forma de 
intermediario  oxoferrilo  (Fe4+=O);  el  otro  equivalente  se  encuentra,  en  la  mayoría  de 
hemoperoxidasas,  en  forma de  radical  catiónico  π de  la porfirina. En  algunos  casos,  este 
equivalente  se  puede  centrar  en  un  aminoácido  como  en  el  caso  de  la  citocromo  c 
peroxidasa  de  levadura  (CcP)  (donde  se  encuentra  en  el  Trp191).  En  lo  referente  a  la 
ruptura  heterolítica  del  enlace  O‐O  del  H2O2,  se  encuentra  promovida  por  el  entorno 
proteico  del  hemo  a  través  de  un mecanismo  “push‐pull”.  En  el  lado  distal  del  hemo  se 
localizan  la  histidina  y  la  arginina  distales,  que  juegan  un  papel  fundamental  en  el 





unido  al  hierro mientras  que  la  arginina  tira  (pull)  del  enlace O‐O,  de  forma  que  ambas 
fuerzas contribuyen a la ruptura del enlace. Por otro lado, un puente de hidrógeno entre la 
histidina  proximal  (ligando  axial)  y  un  grupo  carboxílico  de  un  residuo  aminoácidico 




Figura 1.6. Detalle de  la  ruptura heterolítica del H2O2. Se muestran  la His y  la Arg distales  (en  la 
parte superior) así como la His y Asp proximales (en la parte inferior) que intervienen en la ruptura 
del enlace O‐O del H2O2 para  formar el  compuesto  I. Las  flechas verdes  indican  la dirección de  las 
fuerzas. Las barras rojas indican el plano del hemo. 
En el caso de la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago (CPO), las P450, y las DyP 
(dye‐decolorizing  peroxidases)  (pertenecientes  a  otras  superfamilias  de  peroxidasas)  se  ha 
visto  que  los  aminoácidos  del  entorno  del  hemo  varían  respecto  de  lo  comentado 
anteriormente  y por  tanto  el mecanismo de  formación del  compuesto  I  sería  ligeramente 
distinto. De esta manera, en la CPO y las P450 el ligando axial (una cisteína) crea un fuerte 
efecto de empuje (push) que contribuye a la ruptura del enlace O‐O. Además, en las DyP y 








(AH)  mediante  una  reacción  de  transferencia  de  un  electrón  de  manera  que  el  radical 
catiónico de la porfirina es reducido y un protón es transferido a la histidina distal a la vez 
que  se  genera  el  radical  del  sustrato  correspondiente  (A•).  La  enzima  queda  como 








por  lo que se considera este paso como  la etapa  limitante del mecanismo (Cirino, PC et al., 
2002; Dunford, HB, 1999; Morales Esteban, M, 2009; Ortiz de Montellano, PR, 2010) 






La VP  fue  descrita  por  primera  vez  en  Pleurotus  eryngii  (conocida  como  “seta  de 




S  et  al.,  1999;  Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  1999a).  Posteriormente,  se  encontraron  nuevas  VP 
principalmente en otras especies tanto de Pleurotus como de Bjerkandera (Camarero, S et al., 
1996; Heinfling, A  et al.,  1998b; Martínez, AT  et al.,  2002; Ruiz‐Dueñas, FJ  et al.,  2009a), y 




cultivos  líquidos,  dando  lugar  a  proteínas  de  361  aminoácidos  con  una  identidad  de 
secuencia de un 99 %  (Ruiz‐Dueñas, FJ  et al., 1999a). También  se ha visto  la existencia de 









cuando  el  hongo  crece  en  cultivos  líquidos  dando  lugar  a  una  proteína madura  de  331 
residuos  tras  el  procesado  de  una  secuencia  señal  de  30  aminoácidos.  La  VP  madura 
presenta  un  contenido medio  de  carbohidratos  del  7 %,  una masa molecular  de  43  kDa 
glicosilada, y 34.5 kDa desglicosilada, y un pI de 3.75 (Martínez, MJ et al., 1996). 
Se  ha  determinado  la  estructura  cristalográfica  de  la  VP  de  P.  eryngii  (variante 
alélica  vpl2)  con una  resolución de  2.8 Å  (PDB  id:  3FJW)  siendo  similar  a  la del  resto de 
miembros del grupo de  las peroxidasas  ligninolíticas. Es una estructura globular dividida 




dominio proximal  está  formado por  las hélices F, G, H  e  I, mientras que  las hélices E y  J 
conectan ambos dominios. Las hélices B y F se encuentran delimitando el bolsillo del hemo 
(paralelas  a  éste)  y  en  ellas  se  puede  encontrar  la  histidina  distal  (His47)  y  proximal 
(His169) así como una arginina (Arg43) altamente conservada en el grupo y que interviene 
en la reducción del H2O2.  
La VP  presenta  4  puentes  disulfuro  formados  por  los  8  residuos  de  cisteína  que 
aparecen  en  la  secuencia  (C3‐C15,  C14‐C278,  C34‐C114  y  C242‐C307)  estabilizando  su 




canales de acceso. El mayor de ellos  es por donde penetra el H2O2 para  reaccionar  con el 













Figura 1.7. Estructura de  la VP de P. eryngii (PDB: 3FJW). Se  indican sus 11 hélices (de  la A a  la J). 
También se muestran  los 4 puentes disulfuro en amarillo. Las esferas azules representan  los Ca2+. El 
grupo hemo se resalta en rojo. 
Finalmente,  mencionar  que  las  características  espectroscópicas  de  la  VP  son 
semejantes a las de otras hemoperoxidasas. Exhiben un máximo en la región Soret a 407 nm 










eficiente al  igual que  lo hace  la MnP. También oxida  compuestos aromáticos no  fenólicos 
como  lo hace  la LiP y compuestos  fenólicos como  la CiP y  las peroxidasas de plantas, así 










estacionario  se  determinó  el  sitio  de  oxidación  del  Mn2+.  Se  encuentra  formado  por  la 
cadena  lateral de  los  tres  aminoácidos  ácidos  (Glu36, Glu40  y Asp175)  constituyendo un 
pequeño canal de acceso, que conecta el solvente con el propionato interno del hemo. Estos 
tres  aminoácidos  participan  en  la  coordinación  del  ion metálico mientras  se  produce  la 
transferencia de un  electrón directamente  al propionato del hemo  (Ruiz‐Dueñas, FJ  et al., 
2007) (Figura 1.8). 
Se han descrito variaciones en la conformación de este sitio según se encuentre o no 
unido  el Mn2+. En  la  estructura  cristalográfica de  la VP de P.  eryngii se pudo observar  la 
presencia del Mn2+ unido, pero no  fue posible obtener  la estructura sin Mn2+ debido a que 
durante el cultivo del hongo la VP siempre está en presencia de Mn2+. Sin embargo, cuando 
la VP  fue expresada heterologamente en E.coli y  replegada  in vitro, se consiguió un cristal 











Figura 1.8. Sitio de oxidación del Mn2+ en  la VP. Se muestra  la disposición de  los aminoácidos que 
intervienen  en  la  coordinación  del  Mn2+  en  presencia  (A)  y  ausencia  (B)  de  Mn2+.  La  esfera  gris 
representa el Mn2+. También se muestra el detalle de  la superficie con  (C) y sin  (B) Mn2+ unido. Las 
figuras (A) y (C) pertenecen a la estructura cristalográfica de la VP de P. eryngii referencia PDB: 3FJW 
(resolución 2.8 Å), y  las  figuras  (B) y  (D) a  la estructura de  la VP recombinante expresada en E. coli 
referencia PDB: 3FKG (resolución 1.81 Å).  
1.2.4.2.2 Sitio de oxidación de sustratos de alto E°: Trp164 
Se  ha  visto  que  la  VP  puede  oxidar  el  polímero  de  lignina,  además  de  otros 
compuestos de alto E° y elevado peso molecular como el RB5. Sin embargo, el  tamaño del 
canal principal de acceso al hemo es demasiado pequeño como para que estos compuestos 
puedan  acceder  a  él  y  ser  oxidados.  Este  hecho,  junto  con  que  en  la  estructura 
cristalográfica  de  la  VP  se  ha  detectado  un  Trp  superficial  (Trp164)  homólogo  al  Trp 
superficial de  la LiP  (Trp171) sugirió que el mecanismo de oxidación para  los compuestos 
de elevado peso molecular y alto E° era a  través de una  ruta de  transporte electrónico de 
largo recorrido desde el Trp164 hacia el hemo (Pérez‐Boada, M et al., 2005; Ruiz‐Dueñas, FJ 
et al.,  2009b)  (Figura  1.9).  Se ha  realizado un  exhaustivo  estudio de  esta  región mediante 
estudios  cinéticos,  cristalográficos,  de  mutagénesis  dirigida  y  resonancia  paramagnética 
electrónica  (EPR), que han caracterizado el entorno y el mecanismo de oxidación a  través 
del Trp164  (Pérez‐Boada, M et al., 2005; Ruiz‐Dueñas, FJ et al., 2008; Ruiz‐Dueñas, FJ et al., 
2009b). En particular, se ha comprobado  la existencia de un radical  triptofanilo durante  la 








de  transporte electrónico de  largo  recorrido  (LRTE) desde el Trp164 hasta el grupo hemo en  la que 
parece también interviene la Leu165. 
1.2.4.2.3 Sitio de oxidación de sustratos de bajo potencial redox: canal del hemo 
La  VP  presenta  dos  sitios  (de  alta  y  baja  especificidad)  para  la  oxidación  de 
compuestos  fenólicos  y  ABTS,  como  demuestran  las  cinéticas  dobles  obtenidas  para  la 
oxidación  de  estos  sustratos  (Heinfling,  A  et  al.,  1998a;  Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  2001). 
Estudios racionales sobre el Trp164 desvelaron su papel adicional como centro de oxidación 
de alta especificidad  (Ruiz‐Dueñas, FJ et al., 2009a). Respecto al sitio de baja especificidad, 
éste  se  determinó mediante mutagénesis  dirigida  en  los  residuos  del  canal  principal  del 
hemo, atribuyendo a esta  región  la oxidación de compuestos  fenólicos con baja eficiencia. 















Figura  1.10.  Ciclo  catalítico  de  la  VP.  El  compuesto  IB  presenta  uno  de  los  dos  equivalentes  de 
oxidación  en  forma  de  radical  oxoferrilo  (Fe4+  =  O)  y  el  otro  localizado  en  el  Trp  164  (radical 
triptofanilo,  Trp).  El  compuesto  IIB  presenta  un  equivalente  de  oxidación  en  forma  de  radical 
triptofanilo,  mientras  el  hierro  se  encuentra  en  forma  de  Fe3+.  Los  compuestos  IB  y  IIB  están 
involucrados en la oxidación de sustratos de alto E° (BH) como el AV y RB5 así como de compuestos 
de bajo E°  (AH) como el ABTS o el 2,6‐dimetoxifenol  (DMP)  (que  también pueden ser oxidados por 
IA  y  IIA).  Los  compuestos  IA  y  IIA  están  involucrados  en  la  oxidación  del  Mn2+  y  de  otros 
compuestos de bajo E° (AH) (Adaptado de Pérez‐Boada, M et al., 2005). 
Según este ciclo catalítico para la VP, los compuestos IA y IIA oxidan tanto el Mn2+ 









Las  peroxidasas  se  pueden  emplear  en  un  gran  número  de  aplicaciones  como  la 
construcción de biosensores, en  inmunoensayos, en kits de diagnostico clínico, en  síntesis 
de  polímeros  y  otros  compuestos  de  interés,  en  la  degradación  de  tintes  sintéticos,  en 
biorremediación (de fenoles, pesticidas, colorantes) y en la industria papelera. 
APLICACIONES ANALÍTICAS  
Los  biosensores  son  cada  vez  más  importantes  en  distintos  campos  como  la 
medicina, control de calidad, alimentación, monitorización medioambiental e investigación. 




peroxidasa  es  co‐inmovilizada  con  una  oxidasa  productora  de H2O2  (ej.  glucosa  oxidasa) 
entonces el sistema podrá detectar el sustrato de la oxidasa permitiendo la identificación de 
un  gran  número  de  compuestos  como  la  glucosa,  galactosa,  etanol,  colesterol,  lactosa, 
oxalato, piruvato, ácido úrico, aminoácidos, etc  (Azevedo, AM et al., 2003; May, SW, 1999; 
Regalado, C  et al.,  2004; Ruzgas, T  et al.,  1996). También  las peroxidasas han  sido usadas 







compuestos  aromáticos  iniciada por  la  formación de  radicales  y posterior  polimerización 
espontánea.  Por  ejemplo,  las  peroxidasas  encuentran  aplicación  en  la  síntesis  de  resinas 
fenólicas,  cardanol  (un  polímero  que  se  utiliza  para  la  producción  de  resinas  y 
revestimientos de  fricción  (Hwan Kim, Y  et al., 2003)), acrilamida  (Iwahara, K  et al., 2000), 
poliestireno  (Singh, A  et al.,  2000)  o  en  la  producción de  polímeros  conductores  como  la 
polianilina (Alva, KS et al., 1997). También pueden utilizarse en la modificación de ligninas 
para  la  obtención  de  polímeros  de  interés  (por  ejemplo  dispersantes,  materiales  de 
construcción,  etc).  Finalmente,  se  ha  visto  que  las  peroxidasas  podrían  utilizarse  en  la 







Las peroxidasas y en especial  las peroxidasas  ligninolíticas  se muestran como una 
de las opciones más prometedoras y respetuosas con el medio ambiente para la producción 
de pasta de papel. Tradicionalmente,  la eliminación de  la  lignina  residual presente en  las 
fibras  de  celulosa  tras  la  cocción  se  realizaba  mediante  el  uso  de  reactivos  químicos 
clorados  que  generaban  residuos  muy  tóxicos  (organoclorados).  Hay  estudios  que 




Se  ha  visto  que  la  oxidación  mediada  por  peroxidasas  de  algunos  compuestos 
fenólicos  da  lugar  a  productos  coloreados.  En  concreto  el  tratamiento  de  la  lana  con 
compuestos  como  hidroquinona,  dopamina,  guayacol,  catecol  y  ácido  felúrico  junto  con 
peroxidasas (HRP) dio lugar a fibras con diferentes tonos de color (Shin, H et al., 2001). Por 
otro  lado, se ha demostrado que  las peroxidasas se pueden emplear para  la producción de 





E°.  La  actividad  humana  crea  un  gran  número  de  compuestos  altamente  tóxicos 
(xenobióticos)  que  son  vertidos  al  medio  ambiente  accidentalmente  o  en  ocasiones  sin 
ningún  tipo de  control. Por ejemplo  los  fenoles,  los  fenoles halogenados  (utilizados  como 
pesticidas,  herbicidas,  fungicidas,  insecticidas),  los  PAHs,  las  dioxinas  o  los  colorantes 
sintéticos, por nombrar algunos. Se ha visto que  las peroxidasas son capaces de modificar 












obstáculos  encontrados  a  la  hora  de  expresarlas  funcionalmente  con  niveles  elevados  en 
hospedadores  apropiados  (Tabla  1.2).  Esto  en  parte  puede  ser  debido  a  que  están 
glicosiladas lo que, unido a su complejidad estructural (contienen cuatro puentes disulfuro, 
dos  calcios  estructurales y un grupo hemo) dificulta  su  correcto plegamiento y  expresión 






para  la  LiP  de  P.  chrysosporium  (Ma,  B  et  al.,  2003;  Sollewijn  Gelpke,  MD  et  al.,  1999). 




industrial son  los heterólogos, ya que posibilitan  la producción de  las peroxidasas de alto 
E°  de  diferentes  procedencias,  así  como  de  nuevas  variantes mutantes  con  propiedades 




de  transformación,  la  estabilidad  del  DNA  plasmídico  y  la  amplia  disponibilidad  de 
herramientas moleculares para su manipulación. Sin embargo, de manera general no se ha 
conseguido  la  expresión  funcional  heteróloga  de  peroxidasas  ligninolíticas  en  dicho 
microorganismo.  El  diferente  uso  de  codones  y  la  imposibilidad  de  realizar  las 
modificaciones  post‐traduccionales  necesarias  para  la  correcta  secreción  de  la  proteína 
madura  (como  el  procesamiento  proteolítico,  la  formación  de  puentes  disulfuro  o  las 











diseño  mediante  herramientas  de  evolución  molecular  dirigida,  donde  la  expresión 
funcional es un requisito indispensable.  
Las peroxidasas ligninolíticas también se han intentado expresar funcionalmente en 
levaduras  como  Saccharomyces  cerevisiae  y  Pichia  pastoris.  La  expresión  en  un  organismo 
eucariota  con  un  sistema  de  secreción  semejante  al  de  hongos  filamentosos  parece  una 
opción  más  factible,  aunque  los  resultados  encontrados  han  sido  dispares.  En  algunos 
casos,  no  ha  sido  posible  detectar  expresión  como  es  el  caso  de  la  LiP  y  la MnP  de  P. 




los hongos  filamentosos, debido al conocimiento de su  fisiología y a  la similitud existente 
entre el sistema de secreción del hospedador y el organismo nativo productor  (la mayoría 




et  al.,  2002). Así,  la  expresión  de  la MnP  de  P.  chrysosporium  en Aspergillus niger  alcanzó 
niveles de hasta 100 mg/L; con la CiP (sinónimo ARP) de Arthromyces ramosus* en Aspergillus 
awamori se consiguieron niveles de expresión de hasta 800 mg/L  (Lokman, BC et al., 2003). 
Sin  embargo,  aparte  de  estos  dos  casos,  en  la  mayoría  de  las  ocasiones  los  niveles  de 
expresión  en Aspergillus han  sido bastante más modestos: por  ejemplo,  la  expresión de  la 
MnP de P. chrysosporium en Aspergillus oryzae no alcanzó niveles  superiores a 5 mg/L y  la 
expresión  de  la  LiP  de  P.  chrysosporium  en  A.  niger  no  generó  niveles  detectables  de 
peroxidasa en los sobrenadantes de los cultivos (Conesa, A et al., 2000).  
                                                          





nativo  Hospedador  Rendimiento  Comentarios  Referencia 
CPO  L. fumago  L. fumago  1120 mg/L  Integración en el genoma con el promotor original de  la 
CPO. Fermentación en bio‐reactor.  (Buchhaupt, M et al., 2011) 
LiP   P. chrysosporium  P. chrysosporium  2 mg/L  Integración en el genoma con el promotor gdp.  (Sollewijn Gelpke, MD et al., 
1999) 
MnP  P. chrysosporium  P. chrysosporium  3 mg/L  Integración en el genoma con el promotor tef.  (Ma, B et al., 2003) 
MnP2 (VP)  P. ostreatus  P. ostreatus  21 mg/L  Integración  en  el  genoma  con  el  promotor  constitutivo 
sdi1 (proteína de la cadena respiratoria).  (Tsukihara, T et al., 2006) 
CPO  Pseudomonas 



























CiP (=ARP)  A. ramosus1  P. pastoris  21 mg/L  Integración  en  el  genoma  con  el promotor  aox1  (alcohol 
oxidasa) inducido con metanol.  (Cereghino, JL et al., 2000) 
  
Peroxidasa  Microorganismo nativo  Hospedador  Rendimiento  Comentarios  Referencia 
CiP  C. cinerea  P. pastoris  39 mg/L  Plásmido  pPICZα,  integración  en  el  genoma  con  el 
promotor aox1.  (Kim, S‐J et al., 2009) 
MnP  P. chrysosporium  P. pastoris  2.85 mg/L 
Plásmido  pGAPZα,  integración  en  el  genoma  con  el 
promotor  constitutivo  gap  (gliceraldehido  3P 
deshidrogenasa). 
(Gu, L et al., 2003) 
LiP  P. chrysosporium  P. methalonica  100 mg/L  Plásmido  pMETαA,  integración  en  el  genoma  con  el 
promotor aug1 inducido con metanol.  (Wang, H et al., 2004) 
CiP (=ARP)  A. ramosus   S. cerevisiae  0.5 mg/L  Integración en el genoma con el promotor gal7  inducido 
con galactosa.  (Lokman, BC et al., 2003) 
LiP  P. chrysosporium  S. cerevisiae  Sin expresión 
extracelular  ‐  (Conesa, A et al., 2002) 
MnP  P. chrysosporium  S. cerevisiae  Sin expresión 
extracelular  ‐  (Conesa, A et al., 2002) 
CiP (=ARP)  A. ramosus  A. awamori  800 mg/L  Integración  en  el  genoma  con  el  promotor  de 
endoxilanasa.  (Lokman, BC et al., 2003) 
CPO  L. fumago  A. niger  10 mg/L  Integración en el genoma con el promotor constitutivo gla 
(glucoamilasa).  (Conesa, A et al., 2001) 
LiP  P. chrysosporium  A. niger  Secreción no 
funcional  Integración en el genoma con el promotor gla.  (Conesa, A et al., 2000) 
MnP  P. chrysosporium  A. niger  100 mg/L  Integración en el genoma con el promotor gla.  (Conesa, A et al., 2000) 
MnP  P. chrysosporium  A. oryzae  5 mg/L  Integración en el genoma con el promotor TAKA amilasa.  (Stewart, P et al., 1996) 
VP  P. eryngii  A. nidulans  5.8 mg/L  Integración  en  el  genoma  con  el promotor  alcA  (alcohol 
deshidrogenasa). Fermentación en bio‐reactor.  (Eibes, GM et al., 2009) 
VP  P. eryngii  A. niger  5 mg/L  Integración  en  el  genoma  con  el  promotor  alcA. 
Fermentación en bio‐reactor.  (Eibes, GM et al., 2009) 












su  expresión  por  P.  eryngii  (1  mg/L)  (Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  1999b).  En  un  intento  de 
aumentar  los  niveles  de  expresión  en  A.  nidulans  se  optimizaron  las  condiciones  de 
fermentación en bio‐reactor donde se consiguieron unos niveles superiores a  los obtenidos 
en matraz  (2 mg/L) aunque  inferiores a  los producidos por P. eryngii  (Lu‐Chau, TA  et al., 






para  la  expresión  homóloga  de  la  peroxidasa  versátil  (descrita  como MnP2)  de  Pleurotus 
ostreatus    (Tsukihara,  T  et  al.,  2006).  También  se  ha  descrito  la  expresión  de  la VP  de  P. 
eryngii  en  E.  coli  y  su  posterior  replegado  in  vitro  a  partir  de  cuerpos  de  inclusión  con 
rendimientos  próximos  al  7%  (5 mg/L)  de  la  proteína  en  la mezcla  de  replegado  (Pérez‐
Boada, M  et al., 2002). Recientemente,  se ha publicado  la expresión  funcional de  la VP de 




Como  se  puede  observar,  a  pesar  de  los  múltiples  trabajos  realizados  para  la 
expresión  heteróloga  y  funcional  de  VP  no  se  han  obtenido  resultados  del  todo 








Las  enzimas,  como  biocatalizadores, presentan un  gran número de ventajas  sobre 
los  sistemas químicos  tradicionales  como una  elevada  eficiencia  (pueden  llegar a acelerar 
las  reacciones  químicas  del  orden  de  1019  veces),  una  gran  regio‐,  quimio‐  y  enantio‐
selectividad y unas condiciones de reacción respetuosas con el medio ambiente (trabajan a 
temperatura  ambiente,  presión  atmosférica,  en  solución  acuosa  y  generando muy  pocos 
subproductos) (Cherry, JR et al., 2003). Sin embargo, las enzimas tal y como las encontramos 
en  la  naturaleza  no  se  pueden  emplear  en  ciertos  procesos  biotecnológicos  debido 
principalmente  a  las  diferencias  entre  el  entorno  celular  y  las  estrictas  condiciones 
industriales.  En  este  sentido,  el  diseño  de  biocatalizadores  compatibles  con  los  procesos 
industriales mediante técnicas de ingeniería de proteínas es la estrategia más utilizada.  
Tradicionalmente, la mejora de enzimas se ha realizado mediante el diseño racional 
(utilizando  mutagénesis  dirigida)  que  consiste  básicamente  en  someter  a  mutación 
posiciones  concretas  de  la  secuencia  de  aminoácidos  del  biocatalizador,  en  base  a  los 
conocimientos recabados de modelos y estructuras cristalográficas y propiedades cinéticas 
de  la enzima nativa y mutada. Desafortunadamente, el diseño racional se ve frenado en  la 
práctica por  la  complejidad de  la  función proteica. Las  enzimas  son moléculas dinámicas 
que al interaccionar con los sustratos y con su entorno sufren múltiples modificaciones que 
no  quedan  recogidas  en  las  estructuras  cristalográficas  obtenidas  en  unas  condiciones 
concretas  en  un  momento  determinado  de  la  cinética  enzimática.  A  pesar  del  enorme 





En  la  última  década  la  Evolución Molecular Dirigida  se  ha  consolidado  como  la 




procesos  claves  de  la  evolución  natural  (mutación,  recombinación  y  selección) 













ciclo  comienza  con  la  introducción  de  diversidad  mediante  mutagénesis  aleatoria  (1A)  o 
recombinación de  los genes parentales  (1B), o ambos. Posteriormente,  las células de S. cerevisiae son 
transformadas con la librería generada en el paso 1A y/o 1B junto con el plásmido linearizado (2). Las 
células transformadas son seleccionadas en placas de medio selectivo (3). Los clones  individuales se 
pasan a placas de 96 pocillos donde se  induce  la expresión de  los mutantes de  la proteína de  interés 
(4). Tras  la secreción,  los sobrenadantes son sometidos a un  screening HTP para detectar  las mejores 
variantes  (5). Generalmente, se realizan varios re‐screenings consecutivos para descartar  la presencia 
de  falsos positivos.  Finalmente,  la mejor  variante  es  recuperada,  secuenciada  y  caracterizada, para 
emplearla  como  parental  en  un  nuevo  ciclo  de  evolución  (6).  Las mutaciones  se  representan  con 
estrellas. 
En  todo  experimento  de  evolución  molecular  dirigida  son  necesarias  tres 
herramientas fundamentales:  i) un sistema de expresión funcional apropiado (de ordinario 
E.  coli  o  S.  cerevisiae),  ii)  el  desarrollo  de métodos  de  generación  de  diversidad  genética 
(principalmente basados en mutagénesis aleatorias, mutagénesis  (combinatorial)  saturada, 
y diversos procesos de recombinación de DNA  tanto  in vitro como  in vivo),  iii) un método 









(Tao,  H  et  al.,  2002;  Wang,  M  et  al.,  2012).  De  esta  manera,  exponiendo  los  genes 
seleccionados a ciclos sucesivos de evolución molecular dirigida, las diferentes mutaciones 
puntuales beneficiosas se  irán acumulando y combinando hasta que  la enzima adquiere  la 
propiedad  deseada,  que  se  ve  mejorada  de  manera  notoria,  generación  tras  generación 
(Figura 1.11). 
1.5.1 S.  cerevisiae  COMO HOSPEDADOR  Y HERRAMIENTA MOLECULAR 
PARA  LA  EVOLUCIÓN  DIRIGIDA  DE  OXIDORREDUCTASAS 
LIGNINOLÍTICAS 
En  los  ensayos  de  evolución  molecular  dirigida  uno  de  lo  microrganismos  más 
utilizados  es E.  coli  (en  especial para  el diseño de proteínas  procariotas),  pero  cuando  la 
proteína  de  interés  tiene  origen  eucariota  surgen  ciertas  dificultades  como  se  ha 
mencionado anteriormente en el Apartado 1.4. Algunos de los problemas encontrados para 
la  expresión  funcional de genes  ligninolíticos  en E. coli pueden  evitarse  si  se  expresan  en 
hospedadores eucarióticos cuya maquinaria celular sea más próxima a la nativa, como es el 
caso de las levaduras. En especial, el uso de S. cerevisiae es de gran interés ya que es capaz 
de  realizar  modificaciones  post‐traduccionales  (glicosilación,  procesamiento  de  los 
extremos N  y C  terminales)  además de disponer de  la maquinaria  celular necesaria para 
secretar las proteínas al medio extracelular (lo cual evita pasos intermedios de lisis celular).  
Otra característica destacable de S. cerevisiae es que  tiene una elevada eficiencia de 






Un  atractivo  adicional  de  S.  cerevisiae,  desde  un  punto  de  vista  de  generación  de 
diversidad  (i.e.  introducción de mutaciones  aleatorias  y  recombinaciones del DNA), para 
experimentos de evolución dirigida es la elevada frecuencia de recombinación homóloga de 
DNA que posee, la cual, a diferencia de E. coli, permite la construcción de genotecas in vivo 






Por  otro  lado,  la  ligación  de  los  genes mutados  en  vectores  de  expresión  es,  en 
muchos casos, un paso  laborioso que  requiere un ajuste  fino. En  levaduras, el mecanismo 
reparador de huecos  (in vivo gap repair) puede  sustituir  la  ligación  in vitro de una manera 




De esta  forma,  las herramientas moleculares que ofrece  la  fisiología de S. cerevisiae 
han  permitido  en  los  últimos  años  el  desarrollo  de  herramientas  de  generación  de 












ácida  o  el  prepro‐líder  del  factor  α)  que  son  reconocidas  por  la  maquinaria  celular 
eucariótica,  facilita  la  correcta  translocación  del  polipéptido  en  formación  al  RE,  lo  que 
favorece el proceso de secreción de proteínas heterólogas en S. cerevisiae. Esta metodología 
se  ha  empleado  con  éxito  en  la  expresión  de  una  gran  variedad  de  proteínas  como  el 
interferón‐α,  el  factor  de  crecimiento  epidérmico,  la  calcitonina  o  la  interleuquina  2,  por 
citar algunos ejemplos  (Brake, AJ, 1990). Recientemente, nuestro grupo ha reportado en S. 








DNA  shuffling).  S.  cerevisiae  es  transformado  con  varios  genes  parentales  junto  con  el  plásmido 
linearizado  favoreciendo  la  recombinación  de  los  genes  al  tiempo  que  se  regenera  el  plásmido 
circular.  B)  IvAM.  Dos  o  más  genotecas  mutantes  son  generadas  mediante  PCR  mutagénica  con 
polimerasas  con distinta  tendencia mutacional. S. cerevisiae es  transformada  con  las genotecas  junto 
con  el  plásmido  linearizado.  C)  IVOE  para  mutagénesis  saturada  combinatorial,  mutagénesis 
dirigida,  mutagénesis  de  deleción  o  inserción.  El  gen  es  amplificado  en  dos  reacciones  de  PCR 
independientes empleando primers degenerados/mutados. Los productos de PCR son clonados junto 









La mejora  de  una  enzima  por  evolución  dirigida  depende  principalmente  de  dos 
factores: el tamaño de la genoteca (determinado por la capacidad del método de screening) y 
la calidad de la genoteca, entendiéndose ésta como la frecuencia y el tipo de mutaciones y/o 
recombinaciones  introducidas. En  este  sentido  es  importante destacar que  las mutaciones 
beneficiosas  son  poco  frecuentes  (la  mayoría  son  neutras  o  deletéreas)  y  por  tanto  la 
combinación  de  éstas  es  aún  menos  frecuente,  lo  que  implica  que  la  estrategia  de 
generación de diversidad debe ser ajustada cuidadosamente de manera que se produzca la 
mutación  de  unos  pocos  aminoácidos  por  generación  (Williams, GJ  et  al.,  2004). Así,  las 
mutaciones beneficiosas  irán acumulándose y  recombinándose generación  tras generación 
hasta  adquirir  la  propiedad  deseada.  También  es  posible  abrir  nuevas  rutas  evolutivas 
mediante  la  introducción  y  acumulación  de mutaciones  neutras  que  permitan  establecer 
una plataforma para el descubrimiento posterior de mutaciones beneficiosas, como sucede 
en  los procesos de evolución natural  (esto es especialmente cierto  teniendo en cuenta que 
las herramientas de PCR mutagénica que se comentarán a continuación tienen restringido el 
acceso a  tan  sólo unos pocos aminoácidos de  los 20 posibles a partir de un único  cambio 
nucleotídico).  
En general se emplean dos estrategias para  la generación de diversidad:  i)  técnicas 
no‐recombinantes, y ii) técnicas de recombinación de DNA. 
1.5.2.1 Métodos no‐recombinantes 





Es  una  técnica  sencilla,  robusta  y  eficiente.  La  generación  de  mutaciones  se  produce 
mediante  el  empleo  de  una  DNA  polimerasa  que  carece  de  actividad  correctora  o  se 





sea de un  cambio  aminoacídico por gen. Sin  embargo,  los  estudios de  evolución dirigida 








Pero  la diversidad  obtenida mediante mutagénesis  aleatoria  es  limitada. Hay  que 
tener en cuenta que la degeneración del código genético le hace tolerante a la mutación, es 
decir,  el  cambio  de  un  nucleótido  no  siempre  se  traduce  en  un  cambio  de  aminoácido 
(mutaciones  silenciosas).  Es  mas,  únicamente  se  puede  acceder  a  aproximadamente  5.6 
aminoácidos  de  los  20  posibles  a  través  del  cambio  de  un  único  nucleótido,  como  se  ha 
mencionado  anteriormente  (Williams,  GJ  et  al.,  2004).  Esto,  unido  con  la  predisposición 
mutacional  de  las  polimerasas,  hace  que  se  reduzca  la  diversidad  de  los  aminoácidos 
mutados y, por lo tanto, una amplia fracción del espacio proteico queda inexplorada. 
Algunas de las alternativas mutagénicas a la mutagénesis aleatoria son: i) el empleo 
de  agentes  mutagénicos  físicos/químicos  (radiación  UV,  agentes  desaminantes  o 
alquilantes)  (Zhao, H et al., 2004);  ii) cepas mutadoras  (Jaeger, KE et al., 2004);  iii)  técnicas 
de  deleción  e  inserción  de  un  número  de  bases  consecutivas  en  posiciones  al  azar 
(Murakami, H  et  al.,  2002);  iv)  permutación  circular  (Qian,  Z  et  al.,  2005);  y  v)  técnicas 
mutagénicas  donde  se  tiene  cierto  conocimiento  de  la  estructura  como  la  mutagénesis 
saturada, mutagénesis saturada combinatorial, ISM (Iterative Saturation Mutagenesis) (Reetz, 
MT et al., 2007), ISOR (Incorporating Synthetic Oligonucleotides via gene Reassembly) (Herman, 
A  et  al.,  2007),  OSCARR  (One‐pot  Simple  methodology  for  Cassette  Randomization  and 
Recombination)  (Hidalgo, A  et al., 2008) o OPW‐PCR  (Overlap‐Primer‐Walk Polymerase Chain 
Reaction) (Kumar, R et al., 2008), por nombrar algunos de los protocolos disponibles. 
1.5.2.2 Métodos de recombinación 
Una  de  las  principales  limitaciones  de  la  mutagénesis  aleatoria  es  que  sólo  las 
mutaciones  del  gen  seleccionado  son  transmitidas  a  la  siguiente  generación,  desechando 
otras variantes posiblemente útiles, por lo que sus mutaciones beneficiosas tendrán que ser 
redescubiertas  en  siguientes  ciclos  de  evolución  (Arnold,  FH,  1998).  En  este  sentido,  la 
recombinación del material genético  es una poderosa herramienta que permite ampliar  la 
diversidad  obtenida  mediante  mutagénesis  aleatoria.  La  recombinación  del  DNA  de 
distintas  secuencias permite  la  eliminación de mutaciones deletéreas y  la acumulación de 
las mutaciones beneficiosas en un único gen, acelerando sobremanera el proceso evolutivo. 
El primer método de recombinación descrito fue el in vitro DNA shuffling (Stemmer, 
WPC,  1994)  basado  en  la  fragmentación  aleatoria  del  gen  mediante  una  DNAsa.  Los 
fragmentos  de  un  determinado  tamaño  se  someten  a  una  PCR  sin  oligonucleótidos 







como  el  StEP  (Staggered Extensión Process)  (Zhao, H  et  al.,  1998)  o  el  RACHITT  (Random 
Chimeragenesis on Transient Templates)  (Coco, WM  et al., 2001) basados en  la recombinación 
homóloga del DNA. También  se han descrito métodos de  recombinación para  secuencias 
con  una  homología  superior  al  60  %  como  el  DOGS  (Degenerate  Oligonucleotide  Gene 
Shuffling)  (Gibbs, MD  et  al.,  2001)  o  con  homologías  inferiores  al  60 %  como  el  ITCHY 
(Incremental  Truncation  for  the  Creation  of Hybrid  enzymes)  (Ostermeier, M  et  al.,  1999),  el 
SCRATCHY  (combina  ITCHY y DNA shuffling)  (Lutz, S et al., 2001), el SHIPREC  (Sequence 
Homology‐Independent Protein Recombination) (Sieber, V et al., 2001) o el in vivo Exon Shuffling 
(Kolkman, JA, 2001). 
Sin  embargo,  las  técnicas  de  recombinación  in  vitro  son  laboriosas  y  costosas, 
además de  llevar asociadas  la generación de mutaciones no deseadas durante  los procesos 
de  amplificación del DNA  (Bulter, T  et al.,  2003b; Cherry,  JR  et al.,  1999). Una  alternativa 
que carece de estos problemas es  la recombinación  in vivo en S. cerevisiae  (siendo el  in vivo 
DNA  shuffling  el  principal  exponente  de  su  uso,  Figura  1.12A).  Como  se  ha  comentado 
anteriormente  la  recombinación  in vivo  es una herramienta  fácil,  rápida  y no mutagénica 
donde el único requisito es la existencia de unas secuencias solapantes de unos 40 pares de 
bases  entre  los  fragmentos  a  recombinar.  Aparte  del  in  vivo  DNA  shuffling,  se  han 
desarrollado  un  gran  número  de  técnicas  basadas  en  la  elevada  frecuencia  de 
recombinación homóloga de S. cerevisiae como el  IVOE, el  IvAM o el CLERY  (Figura 1.12, 
González‐Pérez, D et al., 2012). 
1.5.3 MÉTODOS DE CRIBADO 






determinadas  (Arnold, FH, 1998). Estos  sistemas  suelen  ser muy  específicos y difíciles de 
implementar. La principal desventaja es que  la proteína de  interés no puede desvincularse 
de  la  función  biológica,  por  otro  lado  la  actividad  enzimática  no  debe  interferir  con  el 
metabolismo celular. Por ello, es prácticamente imposible emplear este sistema de selección 
en  situaciones  donde  se  pretende  explorar  la  actividad  o  estabilidad  en  ambientes  no 







interés  no  está  relacionada  con  la  supervivencia  celular.  El  screening  es  un método más 
versátil  y  flexible  donde  cada  uno  de  los  componentes  de  la  librería  es  analizado 
individualmente  para  la  presencia  de  la  proteína  o  de  la  propiedad  catalítica  a  estudiar 
(Zhao, H et al., 1999).  
En un screening  típico en  fase  líquida,  los mutantes de  la genoteca suelen crecer en 
placas multipocillo donde se induce la expresión de la proteína y posteriormente se detecta 
la  presencia  de  dicha  proteína mediante métodos  de  detección  de  actividad  enzimática 
(colorimétricos o fluorimétricos) en el sobrenadante de los cultivos (Salazar, O et al., 2003). 
En  el  caso  de  que  la  proteína  no  se  secrete  habrá  que  incluir  un  paso  de  lisis  celular. 
También se puede realizar el screening en fase sólida detectando la actividad enzimática en 
la propia placa donde está creciendo el microorganismo. 
En  la  última  década  se  ha  producido  un  gran  desarrollo  de  las  técnicas  de  alto 
rendimiento  o  High‐throughput,  HTP,  que  permiten  realizar  un  gran  número  de 
experimentos  de  una  forma  rápida,  fiable  y  reproducible  además  de  con  un  coste 
moderado.  En  este  sentido,  el  uso  de  robots  manipuladores  de  líquidos  aumenta  la 
reproducibilidad y  reduce  la dispersión de  los datos  además de  facilitar  enormemente  el 
trabajo del investigador. Un sistema HTP‐screening debe ajustarse para permitir detectar las 
mejoras  en  cada  generación  (de  1.5  a  4  veces,  por  norma  general)  y  lo  suficientemente 
sensible para detectar los bajos niveles de actividad catalítica en los primeros ciclos.  
1.5.4 EVOLUCIÓN  DIRIGIDA  DE  ENZIMAS  LIGNINOLÍTICAS  HACIA 
EXPRESIÓN FUNCIONAL  
Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  disponer  de  un  sistema  de  expresión 
funcional  (como  E.  coli  o  S.  cerevisiae)  es  básico  para  poder  realizar  evolución molecular 
dirigida  de  una  enzima.  Sin  embargo,  conseguir  la  expresión  funcional  de  la  enzima  de 
interés en estos microrganismos no siempre es  fácil, siendo numerosos  los sistemas en  los 
que se obtienen cantidades enzimáticas apenas detectables. En estos casos, se puede hacer 



















et al.,  2010; Maté, D  et al.,  2011; Zumárraga, M  et al.,  2007). En primer  lugar,  la  lacasa de 
Myceliophthora thermophila  (MtL)  se  sometió a 10 ciclos de evolución dirigida para obtener 
unos  niveles  de  secreción  de  ~18 mg/L  (Bulter,  T  et  al.,  2003a).  Posteriormente  el mejor 
mutante de este experimento se evolucionó para conferirle resistencia a la presencia de altas 
concentraciones  de  disolventes  orgánicos.  En  el  caso  de  la  lacasa  de  alto  E°  del 
basidiomiceto  PM1,  se  llevaron  a  cabo  8  ciclos  de  evolución  dirigida  combinados  con 
técnicas racionales generando el mutante OB‐1 que se expresó en unos niveles en torno a 8 
mg/L  (Maté, D  et  al.,  2010)  (Figura  1.13). OB‐1  ha  sido  recientemente  evolucionado  para 





A pesar de  las numerosas  aplicaciones  industriales de  las peroxidasas, hay pocos 
estudios  de  evolución  molecular  dirigida  de  peroxidasas  con  el  fin  de  modificarlas  y 
adaptarlas  a  los  procesos  industriales,  probablemente  debido  a  la  falta  de  sistemas  de 
expresión funcional adecuados.  
i) Evolución de peroxidasas no ligninolíticas 
La  evolución  dirigida  de  la  CiP  de  C.  cinerea  ha  sido  uno  de  los  trabajos  más 
destacables  en  este  campo,  considerándose  pionero  en  el  empleo  de  S.  cerevisiae  como 
hospedador evolutivo. La finalidad de este estudio fue obtener una enzima más estable que 
se pudiera  añadir  a  los detergentes  como un  inhibidor de  la  transferencia de  color. Para 
ello,  la variante debía ser más estable a altas  temperaturas  (50°C), presencia de H2O2  (5‐10 
mM)  y  pH  alcalino  (10.5),  condiciones  que  se  dan  en  la  lavadora.  Tras  varios  ciclos  de 
evolución  dirigida  en  combinación  con  diseño  racional,  se  diseño  un  mutante  con 
estabilidades mejoradas y una actividad similar a la del parental. Durante los experimentos 
de  evolución  se  empleó  S.  cerevisiae  usando  su maquinaria  celular  para  recombinar  los 
diferentes mutantes. La variante final se sobre‐expresó en A. oryzae (Cherry, JR et al., 1999). 
El  grupo  de  F.  Arnold  evolucionó  la  HRP  para  su  expresión  funcional  en  S. 
cerevisiae.  Una  vez  mejorada  la  expresión  se  realizaron  varios  ciclos  de  evolución 





variante mejorada  se utilizó P. pastoris  (Morawski, B  et al., 2000). En un  trabajo posterior, 
emplearon el mismo sistema para  incrementar su estabilidad  térmica y resistencia al H2O2 





Otra  peroxidasa  de  bajo  E°  que  ha  sido  sometida  a  experimentos  de  evolución, 
empleando E. coli como hospedador, fue la CcP, consiguiendo aumentar su especificidad de 
sustrato para guaiacol y ABTS (Iffland, A et al., 2000; Iffland, A et al., 2001).  
También  se  ha  evolucionado  la  CPO  de  L.  fumago  en  el  propio  organismo.  Se 
consiguió mejorar  su  actividad de  epoxidación  y  clorinación  (Rai, GP,  2000; Rai, G  et al., 
2001). 
ii) Evolución de peroxidasas ligninolíticas 





la  formación de  los puentes disulfuro  (Miyazaki‐Imamura, C et al., 2003). Tras analizar 104 
clones se obtuvo un mutante con una estabilidad al H2O2 9 veces mejorada. 
Más  recientemente,  se  evolucionó  la  LiP  de  P.  chrysosporium  hacia  una  mayor 





se  obtuvieron mejoras de  4  y  89  veces  en  la degradación de  2,4‐DCF  y  estabilidad  hacia 
H2O2, respectivamente. 


























3. Potenciar  los  niveles  de  secreción  y  actividad  de  la  VP  en  S.  cerevisiae mediante 
ciclos sucesivos de evolución dirigida. 
4. Una  vez  alcanzados  niveles  de  secreción  adecuados,  validar  la  plasticidad  de  la 


























Reactivos  Referencia  Casa comercial  Nº C.A.S. 
2,6‐Dimetoxifenol  38772  Fluka  91‐10‐1 
2‐Propanol  AL0315  Scharlau  67‐63‐0 
30% Acrilamida/Bis Solution 37,5:1  161,0158  BioRad  79‐06‐1 
2,2`‐Azino‐bis(3‐etil‐benzotiazolin‐6‐sulfonato) 
ABTS  A1888‐5G  Sigma  30931‐67‐0 
Ácido acético  131008,1611  Panreac  64‐19‐7 
Ácido clorhídrico  141020,1611  Panreac  7647‐01‐0 
Ácido etilen‐diaminotetraacético (EDTA)  E5134‐250G  Sigma  6381‐92‐6 
Ácido ortobórico  131015,1211  Panreac  10043‐35‐3 
Ácido ortofosfórico  AC 11001000  Scharlau  7664‐38‐2 
Ácido piperacin‐N,Nʹ‐bis(2‐etanosulfónico) 
(PIPES)  P8203  Sigma  5625‐37‐6 
Ácido tartárico  1,00804,1000  Merck  87‐69‐4 
Agarosa  161‐3101  BioRad  9012‐36‐6 
Agarosa de bajo punto de fusión  161‐3112  BioRad  9012‐36‐6 
Alcohol veratrílico  D133000  Sigma  93‐03‐8 
Azul de bromofenol  B8026‐5G  Sigma  34725‐61‐6 
BisTris (bis(2‐hidroxietil)amino‐tris(hidroxi‐
metil)metano)   14880‐500G‐F  Fluka  6976‐37‐0 
Cloruro de calcio 2‐hidrato  131232  Panreac  10035‐04‐8 
Cloruro de manganeso II tetrahidrato  105927  Merck  13446‐34‐9 
Cloruro de potasio  141494.1210  Panreac  7447‐40‐7 
Dimetilsulfóxido (DMSO)  8,02912,1000  Merck  67‐68‐5 
Dodecil sulfato sódico (SDS)  L4390‐100G  Sigma  151‐21‐3 





Reactivos  Referencia  Casa comercial  Nº C.A.S. 
Glicerol  141339,1211  Panreac  56‐81‐5 
Glicina  G8898‐1KG  Sigma  56‐40‐6 
Hidróxido potásico  211514  Panreac  1310‐58‐3 
Hidróxido sódico  131687  Panreac  1310‐73‐2 
Metanol  ME0315  Scharlau  67‐56‐1 
N,N,N′,N′‐Tetrametiletilenediamina (TEMED)  T9281  Sigma  110‐18‐9 
Peróxido de hidrógeno 30%   107209,025  Merck  7722‐84‐1 
Persulfato amónico  161‐0700  BioRad  7727‐54‐0 
Piperazina hexahidrato  P7003‐1KG  Fluka  81546‐15‐8 
Polietilenglicol 6000 (PEG)  81253  Fluka  25322‐68‐3 
Reactive Black 5  306452‐100G  Sigma  17095‐24‐8 
Sulfato de manganeso II monohidrato  M7634  Sigma  10034‐96‐5 
Trizma Base  T6066  Sigma  77‐86‐1 


































































para  la  expresión de genes nativos y  evolucionados  artificialmente de  la VP de P. eryngii 


















proceso  de  evolución  artificial.  Son  células  ultracompetentes  con  una  eficiencia  de 




Este  vector  comprende  el  cDNA  original  de  vpl2.  pFLAG1‐vpl2  es  un  vector  de 
expresión  para  E.  coli,  portador  del  promotor  tac  y  del  gen  de  resistencia  a  ampicilina 
empleado como marcador de selección. El promotor tac es un híbrido entre los promotores 











de  las  VP  obtenidos  durante  el  proceso  de  evolución  dirigida.  Se  trata  de  un  vector 
episómico  bifuncional  de  10477  pb  (11730  pb  incluyendo  el  gen  de  fusión  αvpl2,  ver 
Apartado 4.1, pag 105) que utiliza el promotor gal1 (inducible por galactosa) para expresar 










Medio  para  crecimiento  selectivo  de  transformantes  de  E.  coli  resistentes  a 
































































































































































a  30°C.  Se  transfirieron  colonias  aisladas  a matraces  de  100 mL  con  10 mL  de YPD.  Los 
matraces  se  incubaron  a  30°C  y  210  rpm  (Minitron  Infors,  Suiza)  durante  6‐8  h  hasta 




Las  células  competentes  de  S.  cerevisiae  se  prepararon  en  matraces  de  1  L 
conteniendo 100 mL de YPD. Se incubaron a 30°C y 210 rpm hasta alcanzar una DO600 de 1‐
1.2.  Se  siguió  el  protocolo  descrito  en  Yeast  Transformation  Kit  de  Sigma.  Las  células 
competentes pueden almacenarse a 4°C durante 1 semana o congeladas a ‐80°C, mostrando 





















se  incubaron  a  37°C  y  100  rpm  durante  12  h.  Se  prepararon  suspensiones  celulares  en 
glicerol estéril al 20 % (v/v) y se almacenaron a  ‐80°C. Las células de E. coli transformadas 





(Apartado  3.8, pag  69) a partir de  cultivos  en SOB  crecidos  a  18°C que habían  alcanzado 





Nucleospin plasmid  siguiendo  el protocolo descrito por  el  fabricante. Este kit  se basa  en  el 




kit  Zymoprep  yeast  plasmid miniprep  siguiendo  el  protocolo  descrito  por  el  fabricante.  El 
método  de  extracción  está  basado  en  la  lisis  enzimática  de  la  pared  de  la  levadura 
empleando  la  enzima  ZymolyaseTM.  La  purificación  del  DNA  se  lleva  a  cabo  mediante 
precipitación con isopropanol. El plásmido se recuperó en tampón tris‐HCl 10 mM pH 8.5. 
3.7.3 ANÁLISIS Y CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 




















Loading  Solution  I  de  Sigma  que  contiene  azul  de  bromofenol  0,25  %  (p/v),  azul  de 
xilencianol 0,25 (p/v) y sacarosa. Estos geles se  tiñeron mediante  incubación durante 15‐20 
min en solución de GelRed DNA Stain en tampón TAE. Los geles  teñidos se analizaron con 





Para  aislar  y  purificar  fragmentos  de  DNA  procedentes  tanto  de  digestiones 






el protocolo descrito por  el  fabricante. Este kit  incluye  columnas  con una  resina de  sílice 











que  esto  podría  disminuir  la  eficiencia  durante  el  in  vivo  cloning  en  el  proceso  de 
construcción de genotecas (ver Apartado 3.11.1, pag 75). 
Para  identificar  la banda a purificar, en el mismo gel de electroforesis se cargó un 
carril  con  una  pequeña muestra  de  plásmido  linearizado  que  sí  se  tiñó  y  expuso  a  luz 








Las  secuencias  de  las  distintas  construcciones  plasmídicas  y  variantes 
evolucionadas  se  resolvieron  en  un  Secuenciador  Automático  con  un  sistema  de 
electroforesis  capilar  ABI  3730  DNA  Analizer  (Applied  Biosystems)  del  Servicio  de 
Secuenciación Secugen S.L. (CIB, Madrid). Las muestras se prepararon a una concentración 
de 1.5 μg/15 μL de DNA. Los oligonucleótidos (0.5 μM) empleados fueron: RMLN directo, 







Oligonucleótido  Secuencia  pb  Sitio de unión en 
plásmido 
NecoRI directo  5´ CGGAATTCGCAACTTGCGACGACGGACGC 3´  29  5’ 104‐124 3’ (1) 
CtNotI reverso  5´ AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTACGATCCAGGGACGGGAGG 3´  39  5’ 1078‐1099 3’ (1) 
5’ 1741‐1761 3’ (2) 
NtpJRBamHI directo  5´ CGCGGATCCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC 3´  35  5’ 493‐518 3’ (2) 
RMLN directo  5’ CCTCTATACTTTAACGTCAAGG 3’  22  5’ 160‐1813’ (3) 
RMLC reverso  5’ GGGAGGGCGTGAATGTAAGC 3’  20  5’ 1532‐1551 3’ (3) 
3R directo  5’ GTTCCATCATCGCGTTCG 3’  18  5’ 669‐686 3’ (3) 
5F reverso  5’ CCAAGAAGAAAGGAATCC 3’  18  5’ 837‐854 3’ (3) 
ITDSTE13 reverso  5’ gcaagttgctcttttctcGAGAGATACCC 3’  29  5’ 444‐463 3’ (4) 
ITDEcoRI directo  5’ gagaaaagagcaacttgcGACGACGGACGC 3’  30  5’ 482‐502 3’ (3) 
IVDSTE13 reverso  5’ gcagcatttgcggtggtgcgtccgtcgtcgcaagttgcTCTTTTCTCGAGAGATACCCCTTC 3’  62  5’ 440‐463 3’ (4) 








Para  la  construcción  del  plásmido  pJRαvpl2  fue  necesario  fusionar  la  secuencia 
prepro‐líder del  factor α de S. cerevisiae con  la  secuencia que codifica para  la proteína VP 
madura. 
El cDNA vpl2 de P. eryngii (clonado en el vector pFLAG1‐vpl2) fue amplificado por 
PCR en un  termociclador GeneAmp PCR System 2400  (PerkinElmer, EEUU) utilizando  los 
oligonucleótidos cebadores NecoRI‐directo y CtNotI‐reverso (Tablas 3.5 y 3.6) que incluían 
dianas de restricción para EcoRI y NotI, generando el molde de la VP madura sin el péptido 

























Por  otro  lado,  el  vector  de  Invitrogene  pGAPZαA  se  empleó  como  molde  para 
obtener  el prepro‐líder del  factor  α. Para  ello,  fue necesario digerirlo  con  las  enzimas de 











El  plásmido  pGAPZαvpl2  se  transformó  en  células  competentes DH5α  E.  coli  por 
choque  térmico  (Sambrook,  J  et  al.,  1989)  para  sobre‐producirlo  y  purificarlo  con  el  kit 
Nucleospin Plasmid siguiendo las indicaciones del fabricante. A continuación, se amplificó el 
fragmento  formado  por  la  secuencia  del  prepro‐líder  del  factor  α  fusionada  con  vpl2 
empleando  como  molde  la  construcción  pGAPZαvpl2.  Para  ello,  se  utilizaron  los 




















pJRoC30  linearizado  fueron  ligados  (Tabla  3.11) dando  lugar  a  la  construcción  pJRαvpl2 
(ver Figura 4.1, pag 105). Este plásmido se  transformó en células competentes DH5α de E. 
coli  por  choque  térmico  para  sobre‐producirlo  y  posteriormente  purificarlo  con  el  kit 

















Debido  a  la  estrategia  de  clonación  utilizada,  el  extremo  amino  terminal  de  la 
proteína madura  incluyó dos aminoácidos extras  (Glu‐Phe). Estos dos aminoácidos  fueron 
consecuencia  de  la  introducción  de  una  diana  de  restricción  para  EcoRI  necesaria  para 







3.7.8 LINEARIZACIÓN  DEL  PLÁSMIDO  pJRαvpl2  PARA  LA 
CONSTRUCCIÓN DE LAS GENOTECAS DE MUTANTES 
El vector pJRαvpl2 fue digerido con las enzimas BamHI y XhoI con el fin de sustituir 









La  reacción  se  incubó  a  37°C  durante  2  h  y  36 min.  Posteriormente,  las  enzimas  fueron  inactivadas 
mediante incubación a 80°C durante 20 min.  
Una vez digerido, pJRoC30 fue purificado como se ha descrito en el Apartado 3.7.4. 








Este  cultivo  se  incubó  en hielo  10 min y posteriormente  se  centrifugó  a  2500  g  (10 min  a 
4°C).  Se  retiró  el  sobrenadante  y  las  células  se  resuspendieron  en  80 mL  de  tampón  de 
transformación Inoue enfriado previamente a 4°C. Se centrifugó a 2500 g (10 min a 4°C). Se 










Las  células  competentes  DH5α  y  XL2‐Blue  de  E.coli  fueron  transformadas  por 
choque térmico (Sambrook, J et al., 1989) como se explica a continuación. 
Las células competentes DH5α (50 μL) se descongelaron e incubaron en hielo con la 
solución  de  DNA  (producto  de  ligación  o  plásmido  circular,  10  μL  o  100  ng, 
respectivamente) durante 30 min. Posteriormente, la mezcla se sometió a un choque térmico 
(42°C  durante  90  s).  Inmediatamente  después,  se  incubaron  en  hielo  durante  2 min.  Se 
añadieron 800 μL de medio LB y se  incubaron a 37°C durante 1 hora con agitación suave. 
Los transformantes se seleccionaron en placas de agar LB/amp/zeocina. 
Las  células  competentes  XL2‐Blue  (10  μL)  se  descongelaron  e  incubaron  en  hielo 
durante 10 min con β‐mercaptoetanol a una concentración final de 25 mM para aumentar la 
eficiencia de la transformación. A continuación, se añadió la solución de DNA (producto de 
la  Zymoprep)  (5  μL)  y  se  incubó  en  hielo  durante  30 min.  Posteriormente,  la mezcla  se 
sometió  a  un  choque  térmico  (42°C  durante  30  s);  e  inmediatamente  se  incubó  en  hielo 
durante  2 min.  Se  añadieron  90  μL de medio  SOC precalentado  a  42°C y  se  incubaron  a 
37°C durante 1 hora con agitación suave. Los transformantes se seleccionaron en placas de 
agar  LB/amp.  Este  protocolo  se  utilizó  en  el  2º  re‐screening  realizado  en  los  ciclos  de 
evolución. 
3.9.2 TRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS 
Las  células  competentes  de  S.  cerevisiae  se  transformaron  con  el  kit  Yeast 





incubaron  durante  30 min  a  30°C  con  agitación  suave.  Para  aumentar  el  rendimiento  de 
transformación, inmediatamente antes del choque térmico (45°C durante 15 min) se añadió 














Como  primera  aproximación,  para  detectar  actividad  peroxidasa  se  prepararon 
placas de  agar de medio de  expresión.  Se  realizaron dos  ensayos,  el primero  empleando 














células de  levadura  transformadas  con pJRαvpl2  en medio de  expresión  con  y  sin  aporte 
exógeno de hemo (hemina 500 mg/L). Se valoró la actividad peroxidasa en el sobrenadante 
de dichos  cultivos mediante  el  ensayo de  oxidación de DMP dependiente de manganeso 
(ver Apartado  3.15.1.6, pag  96). Como  control negativo  se  realizaron  los mismos  ensayos 
con células no transformadas de levadura. 
3.10.1.2 Optimización del medio de expresión de VP en microplaca 
Las  condiciones  de  fermentación  de  los  clones  de  S.  cerevisiae  transformados  con 
pJRαvpl2 (albergando el gen de fusión parental) fueron optimizadas con el fin de aumentar 






de  expresión  en  dicho  formato  para  obtener  niveles  detectables  y  cuantificables  en  el 
sobrenadante celular. Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado y cada medio 
de  cultivo evaluado acopló un  control negativo  constituido por  células de S. cerevisiae  sin 
transformar. 
Para  favorecer  la  producción  de VP  por  la  levadura  se  estudiaron  varias  fuentes 
exógenas  de  grupo  hemo:  hemina,  hemoglobina  bovina  y  un  precursor  de  la  ruta 
biosintética de porfirinas,  el  ácido  δ‐aminolevulínico  (δ‐ALA).  Se  estudió  el  efecto de  las 
diferentes concentraciones de hemo exógeno sobre la secreción de VP. Así mismo, se valoró 
la adición de calcio y/o etanol en diferentes concentraciones y  las distintas combinaciones 
entre  ellos  (Tablas  3.13,  3.14,  3.15  y  3.16).  La  presencia  de  VP  en  el  sobrenadante  se 
determinó valorando la actividad mediante la oxidación de ABTS 2 mM en tampón tartrato 
sódico 100 mM tras añadir H2O2 0.1 mM. 
Se  acotaron  las  concentraciones  de  hemina,  hemoglobina  y  δ‐ALA  a  ensayar,  a 
través de  la evaluación de  fermentados de 10 mL de volumen  final siguiendo el protocolo 
descrito en el Apartado 3.10.2, pag 74.  
Tabla  3.13. Concentraciones de hemina, hemoglobina y  δ‐ALA  ensayadas para  la optimización 
preliminar del medio de expresión de VP. 
HEMINA (mg/L)  500  400  300  200  100  50 
HEMOGLOBINA BOVINA (mg/L)  300  200  100  50  25 
δ‐ALA (mM)  0.5  0.3  0.1 
 
Una vez delimitado el intervalo de concentraciones de la fuente exógena de hemo a 
estudiar,  los experimentos de optimización se  realizaron en placas de 96 pocillos  (Greiner 









Tabla  3.15.  Concentraciones  de  hemoglobina  bovina  y  suplementos  añadidos  para  la 
optimización en microplaca del medio de expresión de VP. 
HEMOGLOBINA 
BOVINA (mg/L)  100  50  25 
CaCl2 (mM)  ‐  5  2.5  1  1  ‐  ‐  5  2.5  1  1  ‐  ‐  5  2.5  1  1  ‐ 
Etanol (g/L)  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25 
Tabla  3.16.  Concentraciones  de  δ‐ALA  y  suplementos  añadidos  para  la  optimización  en 
microplaca del medio de expresión de VP. 
δ‐ALA (mM)  1  0.5  0.1 
CaCl2 (mM)  ‐  5  2.5  1  1  ‐  ‐  5  2.5  1  1  ‐  ‐  5  2.5  1  1  ‐ 
Etanol (g/L)  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25  ‐  ‐  ‐  ‐  25  25 
3.10.1.3 Optimización de las condiciones de expresión de VP en matraz 
Como paso previo a  la producción de VP y posterior purificación  fue necesaria  la 
optimización de las condiciones de expresión de VP en matraz analizando dos parámetros: 
el medio de expresión y la temperatura de incubación. Salvo que se diga lo contrario, todos 





como  se  muestra  en  las  Tabla  3.17  y  3.18.  Se  inocularon  colonias  de  S.  cerevisiae 
transformadas con el gen de fusión parental αvpl2 y sus variantes evolucionadas en 5 mL de 
medio mínimo y se incubaron a 30°C durante 48 h a 220 rpm. Se tomó una alícuota de este 
precultivo y  se  siguió  el protocolo descrito  en  el Apartado  3.10.2, pag  74. Este  ensayo  se 
realizó en matraces de 100 mL con 10 mL de medio de expresión. Se hizo un seguimiento de 
la  fermentación  tomando  lecturas de actividad y DO600 hasta alcanzar  la  fase estacionaria. 








HEMOGLOBINA BOVINA (mg/L)  1000  500  300  200  100 





2‐1BDEL  en  5 mL de medio mínimo y  se  incubaron  a  30°C durante  48 h  en  agitación. Se 
tomó una alícuota de este precultivo y se siguió el protocolo descrito en el Apartado 3.10. 2. 
Este  ensayo  se  realizó  en  matraces  de  100  mL  con  10  mL  de  medio  de  expresión 
conteniendo  100  mg/L  de  hemoglobina  bovina,  25  g/L  de  etanol  y  1  mM  de  CaCl2.  Se 
empleó  el mismo preinóculo para ambos  ensayos. Los matraces  se  incubaron a 20 y 30°C 














4. El  cultivo  se  retiró  cuando  el  crecimiento  celular  y  la  actividad  peroxidasa  se 
estacionaron (3‐5 días). 






En  el  proceso  de  evolución  se  emplearon  diferentes  técnicas  de  mutagénesis 







Las  reacciones de mutagénesis aleatoria se  llevaron a cabo en un  termociclador de 
gradiente  (Thermocycler  Mycycler,  BioRad)  bajo  los  siguientes  parámetros  de  reacción: 
95°C durante 2 min  (1 ciclo); 94°C durante 45 s, 53°C durante 4 s, 74°C durante 3 min  (28 
ciclos)  y  74°C  durante  10 min  (1  ciclo)  (Figura  3.1).  En  este  trabajo  se  han  utilizado dos 





































Se  pusieron  a  punto  técnicas de  recombinación  in vivo  (empleando  la maquinaria 
celular  de  S.  cerevisiae),  in  vitro,  y  combinando  ambas  alternativas  en  un  único  paso  de 
evolución (ej. StEP + in vivo DNA shuffling). 
3.11.1.2.1 In vivo DNA shuffling 
La recombinación  in vivo de  los diferentes genes mutados se  llevó a cabo mediante 







pasos  intermedios de  ligación  in vitro. Para promover  la  ligación  in vivo,  los productos de 











breves  de  hibridación  y  extensión  durante  la  reacción  de  amplificación.  Tras  la 
desnaturalización,  los  fragmentos  cortos  hibridan  aleatoriamente  con  los  genes  molde 
vecinos  continuando  su  extensión. Tras  sucesivos  ciclos de desnaturalización  y  extensión 
breve  se  consigue  generar  genes  completos  quimera,  formados  por  fragmentos  de  los 
distintos  parentales.  Esta  técnica  suele  hacer  uso  de  polimerasas  de  alta  fidelidad  para 
evitar la introducción de mutaciones puntuales. Sin embargo, con el fin de promover mayor 
diversidad genética, en  la presente Tesis Doctoral se emplearon polimerasas deficientes en 
actividad  exonucleasa  reparadora  3´‐5´  para  favorecer  la  introducción  de  mutaciones 
aleatorias  al  tiempo  que  se  recombinaban  los  diferentes  fragmentos  parentales  (StEP 
mutagénico)  (Figura  3.3).  El  StEP  mutagénico  se  llevó  a  cabo  en  un  termociclador  de 





durante  30  s,  55°C  durante  20  s  (90  ciclos).  Las  condiciones  de  la  PCR  se  detallan  en  la 
Tabla 3.21. Finalmente,  los productos quimera del StEP mutagénico  fueron  recombinados 
adicionalmente mediante  in  vivo DNA  shuffling  con  la  intención  de  promover  un mayor 
número de entrecruzamientos, tal y como se representa en la Figura 3.3. 
 


















Esta  técnica  permite  en  un  único  paso  la  recombinación  in  vivo  de  genotecas 
mutagénicas  con  distinto  espectro mutacional,  enriqueciendo  la  diversidad  de  la  librería 
sometida  a  exploración  (Zumárraga,  M  et  al.,  2008).  Se  diseñaron  dos  genotecas,  una 
mediante PCR mutagénica con Taq polimerasa/MnCl2 y otra con Mutazyme, tal y como se ha 
descrito  en  el  Apartado  3.11.1.1,  pag  75.  Ambas  genotecas  se  mezclaron  en  la  misma 
proporción y  se  transformaron  junto  con  el plásmido  linearizado  en S. cerevisiae  (relación 
plásmido:mezcla genotecas 1:4)  favoreciendo  su  recombinación adicional mediante  in vivo 
DNA shuffling (Figura 3.4). 
 





amplificado mediante  PCR  propensa  a  error  con  Taq  polimerasa/MnCl2  (Tabla  3.19).  La 
mezcla de transformación en S. cerevisiae contenía 200 ng de plásmido linearizado y 800 ng 
de producto de PCR. Paralelamente,  se  transformó  S.  cerevisiae  con  αvpl2 para  emplearlo 











parental  fue  amplificado mediante PCR mutagénica  con Taq polimerasa/MnCl2  siguiendo 
las  condiciones  de  PCR  detalladas  en  la  Tabla  3.19.  Los  productos  de  cada  PCR  fueron 
mezclados  en  la misma  proporción  (200  ng de  cada,  800  ng  totales)  junto  con  200  ng de 
plásmido  linearizado,  transformándolos  en  S.  cerevisiae  para  promover  el  clonaje  y 
recombinación in vivo. Paralelamente, se transformó S. cerevisiae con el mejor mutante de la 
1ª  generación  (11H10)  para  emplearlo  como  referencia  (estándar  interno  de  cada  placa). 
Cada placa incluyó un control negativo (pocillo H1) formado por células competentes de S. 












esta  generación  se  utilizó  la  técnica  de  StEP  mutagénico  combinada  con  in  vivo  DNA 
shuffling  (Figura  3.3).  Las  condiciones  del  StEP mutagénico  se  detallan  en  la Tabla  3.21. 



















el  plásmido  linearizado  (200  ng).  Paralelamente,  se  transformó  S.  cerevisiae  con  el mejor 
mutante de  la  3ª  generación  (10C3)  para  emplearlo  como  referencia  (estándar  interno de 
cada  placa).  Cada  placa  incluyó  un  control  negativo  (pocillo  H1)  formado  por  células 
competentes de S. cerevisiae sin transformar. El screening de actividad se desarrolló como se 
describe  en  el Apartado  3.13.2.1,  pag  88.  Para  este  ciclo  y  los  sucesivos  se  incorporó  un 
screening de termoestabilidad que se llevó a cabo como se describe en el Apartado 3.13.2.2, 
pag 89. La temperatura fijada para el screening fue 60°C, siendo aumentada a 70°C en el 1er y 




Se  construyó  una  genoteca  de  1392  clones  empleando  como  parental  la  mejor 
variante  seleccionada  en  el  screening de  termostabilidad de  la  cuarta generación  (mutante 
24E10). En esta generación se utilizó  la  técnica IvAM tal y como se explica en el Apartado 
3.11.1.2.3,  pag  79.  Se mezclaron  400  ng  de  cada  genoteca  junto  con  200  ng  de  plásmido 
linearizado y se transformó S. cerevisiae. El screening de termoestabilidad se desarrolló como 
se describe en el Apartado 3.13.2.2, pag 89, aumentando  la presión selectiva  (temperatura 











describe  para  la  segunda  generación  (Apartado  3.11.3,  pag  80).  El  screening  de 
termoestabilidad  se  desarrolló  como  se  describe  en  el  Apartado  3.13.2.2,  pag  89, 
aumentando  la presión selectiva a 90°C. Como estándar  interno de cada placa se utilizó  la 
mejor  variante  de  termoestabilidad  de  la  5ª  generación,  el  mutante  3H9.  Se  emplearon 
células competentes de S. cerevisiae sin transformar como control negativo (pocillo H1). 
3.12 ELIMINACIÓN DE  LA  EXTENSION  EXTRA DEL  EXTREMO 
N‐TERMINAL 
El  extremo  N‐terminal  de  la  proteína  expresada  por  S.  cerevisiae  presentó  6 
aminoácidos  adicionales  (EAEAEF)  respecto  a  la proteína nativa  expresada por P.  eryngii 
como  se  explicará más  adelante  (Apartado  4.7.4, pag  139). Para  estudiar  el  efecto de  esta 
extensión N‐terminal sobre la expresión, actividad y estabilidad de los mutantes obtenidos 
por evolución se crearon variantes del  tipo parental VPL2 y  los mutantes R4 y 2‐1B en  las 





por  SOE  o  IVOE.  Los  clones  obtenidos  se  sometieron  a  procesos  de  screening  (Apartado 
3.13.2,  pag  87).  Sus  plásmidos  se  aislaron  y  se  secuenciaron  para  verificar  las 
construcciones. Se  llevó a cabo un estudio detallado de actividad y estabilidad  frente a  la 




la necesidad de  sitios de  restricción  (Horton, R  et al.,  1990; Horton, RM  et al.,  1989). Para 
eliminar la extensión extra N‐terminal se realizó SOE mediante dos reacciones de PCR en la 






Se  diseñaron  cebadores  que  hibridaron  en  la  región  de  la  secuencia  a  suprimir 
(ITDSTE13  reverso  e  ITDEcoRI directo, Tabla  3.5, pag  65) y que  carecían de  la  secuencia 
extra que codificaba para EAEAEF. Se llevaron a cabo dos reacciones de amplificación: i) en 
la PCR 1 se emplearon  los oligonucleótidos RMLN directo e  ITDSTE13 reverso  (Tabla 3.5) 
para  amplificar  la  secuencia  del  prepro‐líder  del  factor  α  del  plásmido  pJRαPM1  (ver 
Figura  3.5);  ii)  en  la PCR  2  se  emplearon  los oligonucleótidos  ITDEcoRI directo y RMLC 

























Los  productos  de  las  PCR  1  y  2  presentaron  secuencias  complementarias  en  sus 
extremos 3’ con una zona de anillamiento de 18 pb. Se llevó a cabo una tercera PCR (PCR 3) 













la  extensión N‐terminal.  Para  amplificar  el  prepro‐líder  del  factor  α  sin  la  extensión  EAEAEF  se 
empleó el vector pJRαPM1 (Maté, D et al., 2010). Dicha construcción contiene el gen de la lacasa PM1 









Esta  técnica  permite  la  recombinación  in  vivo  de  dos  o más  fragmentos  de DNA 
haciendo uso de la maquinaria celular de S. cerevisiae. Para la eliminación de la extensión N‐
terminal se diseñaron oligonucleótidos que carecían de la secuencia EAEAEF y presentaban 
extremos  solapantes  de  38  pb  para  favorecer  la  recombinación  homóloga  en  la  levadura 
(cebadores  IVDSTE13 reverso e  IVDEcoRI directo, Tabla 3.5). Se realizaron dos reacciones 
de  amplificación:  i)  en  la  PCR  1  se  emplearon  los  oligonucleótidos  RMLN  directo  e 
IVDSTE13 reverso (Tabla 3.5) para amplificar el prepro‐líder del factor α (Figura 3.5); ii) en 
la PCR 2 se emplearon  los oligonucleótidos  IVDEcoRI directo y RMLC reverso  (Tabla 3.5) 


















permitiera  detectar  actividad  VP  cuantificable  durante  el  proceso  de  evolución  dirigida. 
Para  ello,  se  estudiaron  diferentes  sustratos  y  se  evaluó  la  linealidad  y  fiabilidad  en  un 
protocolo de HTP‐screening. 
3.13.1.1 Selección del sustrato para el screening de actividad 
La elevada promiscuidad  catalítica de  la VP permitió evaluar varios  sustratos  con 
diferentes  características:  ABTS  (sustrato  colorimétrico  aromático  no  fenólico),  DMP 
(sustrato  colorimétrico  aromático  fenólico), Mn2+  (sustrato  característico  de  la MnP), AV 
(sustrato  aromático  no  fenólico  de  alto  potencial  redox  característico  de  la  LiP),  RB5 
(colorante tipo azo de alto potencial redox). Se realizó un análisis preliminar valorando de 
manera independiente la actividad enzimática hacia los cuatro sustratos en el sobrenadante 
de  cultivos  en  matraz  de  S.  cerevisiae  transformados  con  el  gen  parental  αvpl2.  Las 
condiciones  de  reacción  se  describen  en  el  Apartado  3.15.1,  pag  93.  Se  escogieron  los 
sustratos  ABTS  y  DMP  para  analizar  la  actividad  en  sobrenadantes  de  cultivos  de  S. 







de  la  cantidad  de  VP  secretada.  Para  ello,  en  una  placa  de  96  pocillos  se  alicuotaron 
diferentes volúmenes de sobrenadante  (procedente de microfermentaciones de αvpl2): 0.5, 
1,  2.5,  5,  7.5,  10,  12.5,  15,  17.5  y  20  μL.  Se  completó  con  sobrenadante  (procedente  de 
microfermentaciones  de  levadura  sin  transformar)  hasta  20  μL.  Se  añadieron  180  μL  de 
mezcla de  reacción compuesta por  tampón  tartrato sódico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y 







Se evaluó el coeficiente de varianza  (C.V., es el  cociente, expresado en %, entre  la 
desviación estándar y el valor medio de los puntos sometidos a estudio) para el ensayo de 
oxidación  de  ABTS.  Para  ello,  se  preparó  una  placa  conteniendo  en  todos  los  pocillos 




3.13.2 ENSAYOS  DE  HTP‐SCREENING  PARA  ACTIVIDAD  Y 
TERMOESTABILIDAD 
Las  células  de  S.  cerevisiae  transformadas  con  la  correspondiente  genoteca  y  el 
vector  pJRoC30  linearizado  fueron  sembradas  en  placas  SC.  Tras  3  días  de  incubación  a 
30ºC se  transfirieron colonias  individuales a placas de 96 pocillos que contenían 50 μL de 
medio mínimo  por  pocillo.  La  columna  número  6  de  cada  placa  se  inoculó  con  el  tipo 
parental  (columna de  referencia) y el pocillo H1  se  inoculó  con  células de S. cerevisiae  sin 
transformar (control negativo) (Figura 3.8).  
 




% de humedad  relativa  en un  incubador  con  sistema de humidificación Minitron  (Infors). 
Tras  48  h,  se  añadieron  160  μL  de medio  de  expresión  a  cada  pocillo  y  se  volvieron  a 
incubar  a  30°C  y  210  rpm  con  80 %  de  humedad. Después  de  72  h  (en  el  primer  ciclo 
evolutivo) o 24 h  (del segundo ciclo de evolución en adelante), se centrifugaron  las placas 
(placas  maestras)  (2200  g  durante  10  min  a  4°C)  en  una  centrífuga  Eppendorf  5810R 










Se  añadieron  a  la  correspondiente PR  100  μL de mezcla de  reacción que  contenía 
tampón tartrato sódico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y H2O2 0.1 mM (concentraciones finales 
en  pocillo). Las  placas  se  agitaron  brevemente  y  se midió  la  absorbancia  a  418  nm  en  el 
lector  de  placas  SPECTRAmax  Plus  384.  Posteriormente,  se  incubaron  a  temperatura 
ambiente. Cuando se desarrolló el color verde del radical catiónico ABTS∙+ (ε418 = 36000 M‐1 
cm‐1) se volvió a medir la absorbancia. Las actividades se calcularon a partir de la diferencia 
entre  la absorbancia  final y  la  inicial normalizada respecto a  la actividad del  tipo parental 
de la correspondiente placa (Figura 3.9). 
 
















dirigida.  PR,  placa  réplica; AI,  valor  de  actividad  relativa  inicial; AR,  valor  de  actividad  relativa 
residual tras incubación a determinada temperatura. 
Las placas para  termociclador  se  sellaron  con  film  termo  resistente  (Deltalab) y  se 
incubaron a  la  temperatura correspondiente durante 10 min en un termociclador MyCycler 






réplica  nueva  (R2).  Las  placas  R1  y  R2  se  analizaron  tras  añadir  180  μL  de mezcla  de 
reacción que contenía tampón tartrato sódico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y H2O2 0.1 mM 
(concentraciones finales en pocillo). Las placas R1 y R2 se agitaron brevemente y se midió la 
absorbancia  a  418 nm  en  el  lector de placas. Posteriormente,  se  incubaron  a  temperatura 
ambiente.  Cuando  se  desarrolló  el  color  verde  se  volvió  a  medir  absorbancia.  Las 
actividades se calcularon a partir de la diferencia entre la absorbancia final y la inicial y se 
normalizaron  respecto  a  la  actividad  del  tipo  parental  de  la  correspondiente  placa.  La 
termoestabilidad se calculó como el cociente entre la actividad residual (AR, actividad de la 
placa R2,  tras  el  tratamiento  térmico) y  la  actividad  inicial  (AI,  actividad de  la placa R1) 
(Figura 3.10). 
3.13.3 RE‐SCREENING 
Con  los  mutantes  seleccionados  en  el  screening  se  realizaron  tres  re‐screening 
consecutivos, para descartar falsos positivos. 
3.13.3.1 1er Re‐screening 
Se  inocularon alícuotas de 5 μL de  los clones  seleccionados en placas multipocillo 
con 50 μL de medio mínimo. Las columnas y filas de los extremos de la placa (columnas 1 y 










h. De  esta manera,  cada  clon  tenía  4  réplicas y  el parental  (estándar  interno)  se  trató del 
mismo  modo  (fila  D,  pocillos  7‐11).  Las  placas  se  sometieron  al  mismo  protocolo  de 









10 mL  de medio  LB/amp  y  se  crecieron  durante  toda  la  noche  a  37°C.  Se  extrajeron  los 
plásmidos (NucleoSpin® Plasmid kit). Las células competentes de S. cerevisiae (conservadas a 
‐80°C)  se  transformaron  con  los  plásmidos  de  los  mejores  mutantes  así  como  con  el 
correspondiente  tipo  parental.  El  re‐screening  de  actividad  y  termoestabilidad  se  llevó  a 





















DO600  y  la  actividad  de  los  cultivos  se  estabilizaron  (entraron  en  fase  estacionaria)  las 








Se  eliminó  el  precipitado  y  el  sobrenadante  se  sometió  a  un  segundo  corte  con 
(NH4)2SO4  al  65 %  (p/v).  La muestra  se  equilibró  durante  30 min  y  se  centrifugó  de 
nuevo. Se desechó el sobrenadante y el pellet, con actividad peroxidasa, se resuspendió 




FPLC  (LC‐500 CI, Amersham  Bioscience,  EEUU) mediante  una  columna Hi‐Trap FFQ 
(GeHealthcare)  de  intercambio  aniónico  fuerte  de  baja  resolución  equilibrada  con 
tampón P. La elución de la proteína se llevó a cabo aplicando un gradiente lineal de 0‐








se  dializaron  en  tampón  P.  La  muestra  resultante  se  inyectó  en  un  equipo  de 
cromatografía  líquida de  alta  eficacia HPLC  (Waters  600E  System  con un detector de 
fotodiodo‐PDA  Varian,  EEUU)  con  una  columna  BioSuite  Q  (Waters,  EEUU)  de 
intercambio aniónico fuerte de alta resolución equilibrada con tampón P. La elución de 
la VP se llevó a cabo aplicando un gradiente lineal de 0‐0.06 M de NaCl en 65 min a un 
flujo  de  1  mL/min.  En  el  caso  de  la  variante  R4DEL,  en  este  paso,  la  actividad 
peroxidasa se encontró en la fracción no retenida. Esta fracción fue dializada en tampón 
Bis‐Tris  20 mM,  pH  6.5  (tampón  BT)  y  se  inyectó  nuevamente  en  el HPLC  con  una 
columna BioSuite Q  equilibrada  con  tampón BT. La  elución de R4DEL  se  llevó a  cabo 





4. Las  fracciones  con  actividad  peroxidasa  y  Rz  =  4,  se  concentraron  y  dializaron  en 
tampón  tartrato  sódico  10  mM  pH  5.0  en  concentradores  Amicon  Ultra  (Merck 
Millipore,  EEUU)  con  un  corte  molecular  de  3000  Da.  Las  proteínas  puras  se 
almacenaron a ‐20ºC. 






sustrato  por  minuto  bajo  las  condiciones  descritas.  Las  actividades  se  midieron  como 
velocidades  iniciales  tomando  incrementos  lineales  (descensos  en  el  caso  del  RB5).  Para 
cada  sustrato,  se  ensayaron  distintas  diluciones  enzimáticas  con  el  fin  de  trabajar  en  el 
intervalo de linealidad del ensayo. Cada medida se realizó al menos por triplicado. 
3.15.1.1 Oxidación de Mn2+ 














La  oxidación  de  AV  se  determinó  en  tampón  tartrato  sódico  100  mM  pH  3.0, 















La  oxidación  de  DMP  se  determinó  en  tampón  tartrato  sódico  100 mM  pH  3.5, 
siguiendo  la formación de 3,3’,5,5’ tetrametoxidifenoquinona (cerulignona) a 469 nm (ε469 = 
27500  M‐1  cm‐1  referido  a  concentración  de  sustrato)  tras  la  adición  de  H2O2  a  una 
concentración final de 0.1 mM. 
 







Se midió  la oxidación  indirecta de DMP a cerulignona  llevada a cabo por el Mn3+, 
producto de  la oxidación del Mn2+ por  la VP. La VP oxida el Mn2+ a Mn3+ y este a  su vez 
oxida el DMP. La  reacción se  llevó a cabo en  tampón  tartrato  sódico 100 mM pH 5.0, con 
MnSO4 0.1 mM. Se siguió la formación de cerulignona a 469 nm (ε469 = 27500 M‐1 cm‐1) tras la 
adición de H2O2 a una concentración final de 0.1 mM. 
3.15.2 CÁLCULO  DE  LAS  CONSTANTES  CINÉTICAS  DE  ESTADO 
ESTACIONARIO 
Se  calcularon  las  constantes  cinéticas  del  estado  estacionario  tanto  del  parental 
VPL2 como de las variantes R4, R4DEL y 2‐1B en un lector de placas SPECTRAmax Plus 384 
para la oxidación de ABTS, DMP, manganeso y RB5. 
En  todos  los  casos,  se  emplearon  concentraciones  crecientes  de  sustrato,  hasta 
saturación  de  la  enzima,  utilizando  las  condiciones  descritas  en  el Apartado  3.15.1  para 
cada sustrato y añadiendo H2O2 0.1 mM a la mezcla de reacción. El cálculo de las constantes 
de Michaelis‐Menten  (Km), constantes catalíticas  (kcat) y  la eficiencia  catalítica  (kcat/ Km), así 
como  sus  errores  estándar  se  obtuvieron  mediante  un  ajuste  no  lineal  a  ecuaciones 









vitro  a partir de  cuerpos de  inclusión  (amablemente  cedida por de Dr. F.  J. Ruiz‐Dueñas, 
CIB). Se  emplearon  concentraciones  crecientes de H2O2 hasta  saturación de  la  enzima,  en 
tampón  tartrato  sódico  100 mM  pH  3.5  añadiendo  la  correspondiente  concentración  de 
saturación de ABTS (5.5 mM para VPL2 y VPL2 expresada en E. coli, 0.6 mM para R4 y 0.5 
mM para 2‐1B). Se valoró  la formación del radical catiónico del ABTS a 418 nm. Los datos 
obtenidos se ajustaron a  las ecuaciones  (1) y  (2) para calcular  las constantes cinéticas. Los 








En  todos  los  casos,  cada  dato  experimental  se  obtuvo  a  partir  de  la  media  de  tres 
experimentos independientes. 
3.16 CARACTERIZACIÓN  BIOQUÍMICA  DE  LAS  VP 
PURIFICADAS 
3.16.1 ELECTROFORESIS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
Para  estimar  las  masas  moleculares  y  el  grado  de  glicosilación,  así  como  para 
monitorizar el proceso de purificación del parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4, 
R4DEL  y  2‐1B  se  analizaron  en  geles  de  electroforesis  de  poliacrilamida  en  condiciones 
desnaturalizantes (SDS‐PAGE) (Laemmli, UK, 1970). Los geles se prepararon al 4% (p/v) de 
acrilamida/bis  (Tabla  3.25)  en  la parte  superior  (gel de  concentración) y  al  12 %  (p/v) de 
acrilamida/bis (gel de separación, Tabla 3.26) en la parte inferior. Se aplicó un potencial de 
50 V mientras las muestras atravesaron el gel de concentración y de 150 V durante el resto 
de  la  electroforesis.  El  tampón  de  carrera  fue  tris‐glicina  con  SDS  al  0.1  %  (p/v).  Las 
muestras se desnaturalizaron hirviéndolas durante 5 min en  tampón de carga  (Tabla 3.27) 



























proteína.  En  la  estimación  de  las  masas  moleculares  se  comparó  la  banda  de  proteína 




para  eliminar  la  glicosilación.  Esta  enzima  hidroliza  los  oligosacáridos  unidos  al  grupo 
amino de la cadena lateral de los residuos de asparagina. Se desnaturalizaron 16 μg de VP 
pura  en  tampón  fosfato  sódico  50 mM pH  7.5  incubándola  con  agentes desnaturalizantes 
(SDS al 0.02 % (p/v) y β‐mercaptoetanol 10 mM concentraciones finales) a 100°C durante 10 
min.  Posteriormente,  se  añadieron  2.5  U  de  PNGasa  F  a  la mezcla  y  se  incubó  a  37°C 
durante 2 h. La reacción se detuvo tras incubación a 100°C durante 5 min. 
La estimación aproximada del grado de glicosilación se llevó a cabo mediante SDS‐
PAGE  comparando  la  movilidad  electroforética  de  las  enzimas  desglicosiladas  con  las 
originales. 
3.16.3 DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR POR MALDI‐TOF 
La  estimación  exacta  de  la  masa  molecular  del  parental  VPL2  y  las  variantes 
evolucionadas R4, R4DEL y 2‐1B se determinó mediante espectrometría de masas de tiempo 
de  vuelo  tras  desorción  e  ionización  por  láser  asistida  por  matriz  (MALDI‐TOF)  en  el 
servicio  de  proteómica  del  CIB.  Dichos  valores  de  masa  molecular  se  emplearon  para 












μL de  etanol y 125  μL de una  solución acuosa  citrato de diamonio hidrógeno 80 mM. La 
muestra  se preparó mezclando  2.0  μL de proteína pura  (1  μg/  μL  en H2O)  con  2.0  μL de 
ácido trifluoroacético al 2% en agua y 2.0 μL de matriz. 1 μL de esta mezcla se depositó en 
una placa MALDI MTP 384 polished Steel  (Bruker) dejándola  secar a  temperatura ambiente. 
Las muestras  se  analizaron  en un  equipo Autoflex  III MALDI‐TOF/TOF  instrument  (Bruker 








Coomasie  G‐250  al  unirse  a  proteínas.  Se  mezclaron  160  μL  de  muestra  con  40  μL  de 






2‐1B  purificadas,  así  como  de  la VPL2  de  E.  coli,  se  registraron  en  un  espectrofotómetro 
Shimadzu UV‐1500 en cubetas de cuarzo de 100 μL y 1 cm de paso óptico. Los espectros se 
realizaron a temperatura ambiente entre 250 y 800 nm en tampón tartrato sódico 10 mM pH 
5.0  (que  se  empleó  también  en  la  celda  de  referencia  para  ajustar  la  línea  base).  La 




El  punto  isoeléctrico  del  parental  VPL2  y  las  variantes  R4,  R4DEL  y  2‐1B  fue 








Para  la determinación de  la  secuencia aminoacídica del extremo N‐terminal de  las 
distintas variantes  secretadas por S. cerevisiae,  fue necesario  su  transferencia  a membrana 
mediante  Western‐blot.  Las  VP  purificadas  se  cargaron  en  un  gel  SDS‐PAGE  y  se 
transfirieron  a  una membrana  de  polivinildenofluoruro  (PVDF)  de  0.2  μm  (Transfer  pack 
170‐4156,  BioRad)  con  un  equipo  Trans‐BlotTurbo  Transfer  System  (BioRad).  Una  vez 
montado el sandwich con el gel en contacto con  la membrana se aplicó un voltaje de 25 V 












1B,  2‐1BDEL  y  VPL2DEL,  en  placas  de  96  pocillos  a  partir  del  extracto  crudo  de 
fermentados en matraz. Se prepararon diluciones de las enzimas en tampón tartrato sódico 
20 mM  pH  5.0  para  que  alícuotas de  10  μL dieran  una  respuesta de  actividad  adecuada 
durante la medida en el lector de placas en modo cinético. La composición de la mezcla de 
ensayo  fue:  tampón B&R 100 mM  (ajustado al pH en estudio) conteniendo ABTS 2 mM y 
H2O2 0.1 mM. Sobre pocillos con 190 μL de mezcla de ensayo se añadieron 10 μL de enzima. 
Las microplacas se agitaron brevemente y se midió la actividad peroxidasa. Cada condición 












10  veces  en  concentradores  Amicon  Ultra  con  un  corte  molecular  de  10000  Da  y  se 
dializaron con tampón tartrato sódico 10 mM pH 5.0. Se preparó una dilución 1/20 de estas 
muestras  en  tampón  B&R  190 mM  (al  pH  adecuado).  Se  incubaron  las muestras  a  4°C 
(durante  1,  4,  25  y  120  h).  Se  extrajeron  alícuotas  inmediatamente  después  de  diluir  la 
enzima  en  cada pH y  tras  los períodos de  incubación  establecidos para valorar  actividad 
inicial y residual. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en tampón tartrato sódico 100 
mM  pH  3.5  conteniendo ABTS  2 mM  y H2O2 0.1 mM.  Cada  experimento  se  realizó  por 
triplicado. 
3.16.10 ESTABILIDAD FRENTE A TEMPERATURA 
El estudio de  la estabilidad  frente a  temperatura del parental VPL2 y  las variantes 
obtenidas  durante  el  proceso  de  evolución  se  abordó mediante  la  determinación  de  tres 









temperaturas  intermedias  de  30.0,  31.7,  34.8,  39.3,  45.3,  49.9,  53,  55,  56.8,  59.9,  64.3,  70.3, 
75.0, 78.1 y 80.0°C. Se incubaron 50 μL de enzima en placas de PCR de 96 pocillos por cada 
temperatura del gradiente. Las placas se sellaron con  film  termo  resistente  (Deltalab) y se 
incubaron a  la  temperatura correspondiente durante 10 min. Posteriormente,  las placas se 
incubaron en hielo durante 10 min y se atemperaron a temperatura ambiente durante 5 min 
más. La actividad residual se midió mezclando 20 μL de cada pocillo con 180 μL de mezcla 
de  ensayo.  Las  actividades  residuales  se  refirieron  a  la  actividad  inicial  de  las muestras 
incubadas a temperatura ambiente. 
3.16.10.2 Determinación de la vida media frente a la temperatura (t1/2) 
La  vida  media,  t1/2,  se  definió  como  el  tiempo  transcurrido  para  que  la  enzima 
pierda  el  50  %  de  su  actividad  a  una  temperatura  dada.  La  temperatura  a  la  que  se 
determinó  t1/2  fue  de  70°C.  En  tiras  de  tubos  de  PCR  (BioRad)  se  incubaron  50  μL  de 





independientes a distintos  tiempos de  incubación, se  incubaron en hielo durante 10 min y 




La  termoactividad, Ta, se definió como  la  temperatura óptima en  la que  la enzima 






el  proceso  de  evolución  dirigida  se  realizó  sobre  la  estructura  cristalográfica  de  la  VP 
aislada de P. eryngii (isoforma vpl2) PDB id: 3FJW con una resolución de 2.8 Å. Se utilizaron 











Con  la  finalidad  de  obtener  unos  niveles  de  expresión  funcional  adecuados  para 
evolucionar  la  VP  en  S.  cerevisiae,  se  construyó  el  gen  de  fusión  αvpl2  formado  por  la 











de  fusión  parental  αvpl2  en  el  vector  episómico  bifuncional  pJRoC30  dando  lugar  a  la 
construcción pJRαvpl2 (Figura 4.1). 




proteínas  heterólogas.  Inicialmente  fue  necesario  determinar  si  la  levadura  transformada 




pusieron  a  punto  las  condiciones  de  cultivo  en matraz  con  el  fin  de  producir  suficiente 
enzima para su purificación y caracterización. 
4.2.1 TEST DE EXPRESIÓN FUNCIONAL DE LA VP 
Se  realizó  un  test  de  secreción  de  la  VP  tanto  en medio  sólido  como  en medio 
líquido (en matraz) con y sin aporte exógeno de grupo hemo (hemina) con el fin de detectar 





fermentación.  Se  evaluó  el  efecto  de  la  concentración  de  hemina  utilizada  sobre  el 
crecimiento  de  la  levadura.  Se  observó  que  los  cultivos  sin  hemina  mostraron  valores 
mayores  de  DO600,  y  por  tanto  mayor  crecimiento,  que  los  cultivos  suplementados  con 
hemina  (Figura  4.2A).  Por  otro  lado,  los  cultivos  suplementados  con  hemina  tuvieron 
valores  de  actividad  peroxidasa  de  1.2  U/L  (Figura  4.2B)  mientras  que  los  cultivos  sin 
hemina no presentaron actividad. 
En  estos  ensayos  se  empleó  como  control  negativo  células  de  S.cerevisiae  sin 
transformar  con  pJRαvpl2  para  determinar  posibles  interferencias  con  el  ensayo  de 
actividad peroxidasa:  (1) producidas por el propio crecimiento de  la  levadura en el medio 





ningún  caso,  se  detectó  actividad  peroxidasa  en  los  sobrenadantes  de  los  controles 
negativos (Figura 4.2B). 
 
Figura  4.2. Resultado  del  test  de  expresión  en medio  líquido  en matraz. A) Efecto de  la  hemina 
sobre el crecimiento (DO600) de S. cerevisiae. B) Efecto de la hemina sobre la expresión de la VP por S. 
cerevisiae.  Células  transformadas  con  pJRαvpl2  en  medio  de  expresión  sin  hemina  ();  control 
negativo  en medio de  expresión  sin  hemina  ();  células  transformadas  con pJRαvpl2  en medio de 
expresión con hemina (); control negativo en medio de expresión con hemina (). Se muestran los 
valores medios de 3 experimentos independientes. Como control negativo se emplearon células de S. 
cerevisiae  sin  transformar  sometidas  a  las  mismas  condiciones  que  las  células  transformadas  con 
pJRαvpl2. 
4.2.2 AJUSTE  DE  LAS  CONDICIONES  DE  MICROFERMENTACIÓN  EN 
FORMATO PLACA DE 96 POCILLOS 
4.2.2.1 Optimización del medio de expresión 
En  el  test  de  expresión  se  comprobó  que  la  expresión  de  VP  en  S.cerevisiae  es 
dependiente de la disponibilidad de una fuente exógena de grupo hemo. Por este motivo, se 
decidió  evaluar  diferentes  fuentes  de  hemo:  hemina,  hemoglobina  bovina  y  el  ácido  δ‐





con  el método  de  screening  (Apartado  4.3)  diseñado  para  los  experimentos  de  evolución 











secreción  de  niveles  detectables  de  VP  en  los  tiempos  de  inducción  ensayados  (Figura 
4.3A).  Además,  la  concentración  escogida  (100  mg/L)  no  interfirió  con  el  método  de 





la  levadura  y  favorecer  la  secreción)  y  su  combinación  con  distintas  concentraciones  de 
hemoglobina. La adición de etanol (25 g/L) al medio de expresión supuso un aumento de la 
secreción de VP de  1.2 veces  (respecto del medio de  expresión  sin  suplemento). El CaCl2 
suplementado a elevadas concentraciones reaccionó con el tampón fosfato potásico presente 
en el medio de expresión precipitando en fosfato cálcico. Sin embargo, no se apreció dicho 





vio  ralentizado  por  la  presencia  de  etanol  lo  que  podría  conducir  a  problemas  de 
estabilidad plasmídica tras la inducción. 
4.2.2.2 Optimización del tiempo de incubación en microplaca 
La  producción  de VP  en  placas  de  96  pocillos  requiere  de  un  tiempo mínimo  de 
incubación en medio de expresión para alcanzar unos niveles de actividad VP detectables. 
Se  expresó  la VP  en  placas  de  96  pocillos  y  se midió  la  respuesta  frente  a ABTS  de  los 
sobrenadantes celulares tras diferentes tiempos de fermentación (24, 48, 72 y 96 h). Tras 72 

































































































































































































bovina  en matraz  (para  el mutante R4). Las  concentraciones  analizadas  fueron:  100 mg/L  (),  200 
mg/L (), 300 mg/L (), 500 mg/L () y 1000 mg/L (). B) Efecto de la temperatura de incubación en 
el crecimiento celular del  tipo parental VPL2, a 20°C  () y 30°C  () y en  la actividad peroxidasa, a 
20°C () y 30°C (). Se muestran los valores medios y la desviación estándar. 





Se  estudió  el  efecto de  la  temperatura  (20  y  30°C)  sobre  la  secreción de VP  en  S. 
cerevisiae (Figura 4.4B). 




evolucionada R4 mostraron  una  ralentización  en  el  crecimiento de  unas  48  h  adicionales 
respecto de lo descrito anteriormente tanto a 20 como a 30°C. Este efecto no se observó para 
los fermentados del parental VPL2 ni el mutante 2‐1B. 
Cuando  se  analizó  la  secreción  de  cada  variante  VP  de  manera  individual,  se 
apreció que una vez alcanzada la fase estacionaria la actividad peroxidasa detectada para el 







Sin  embargo,  los  fermentados  de  las  variantes  evolucionadas  R4  y  2‐1B  se 
comportaron de manera distinta, mostrando actividades superiores a 30°C (15500 ± 200 U/L 




o  screening que sea sensible y  reproducible. Se  realizó un estudio preliminar de diferentes 
sustratos colorimétricos evaluando sus respuestas frente a fermentados de la VP en matraz, 
para posteriormente trasladarlo a formato high‐throughput (HTP). Para ello, se empleó el gen 
de  fusión  parental  αvpl2  expresado  en  microcultivos  de  S.  cerevisiae,  optimizándose  el 
ensayo  de  actividad  peroxidasa  a  partir  de  los  sobrenadantes  celulares  procedentes  de 
micro‐fermentaciones  (Apartado  3.13.1,  pag  86).  Una  vez  ajustadas  y  validadas  las 
condiciones óptimas del ensayo colorimétrico basado en la oxidación del sustrato ABTS, se 
diseñaron  los diferentes protocolos de  screening de actividad  inicial y de  termoestabilidad 
(Apartado  3.13.2,  pag  87).  Los  mejores  clones  seleccionados  en  cada  generación  se 
sometieron posteriormente  a  tres  re‐screenings  consecutivos para descartar  la  selección de 
falsos positivos. 
4.3.1 SELECCIÓN DEL SUSTRATO PARA EL SCREENING DE ACTIVIDAD 
De manera preliminar, se evaluó  la actividad peroxidasa  frente a 5 sustratos  (RB5, 
AV,  Mn2+,  DMP  y  ABTS)  en  los  sobrenadantes  de  fermentados  de  matraz  de  levadura 





niveles de  actividad bajos pero  cuantificables  (1.2 U/L y  4.8 U/L,  respectivamente), y por 
ello se escogieron para su optimización en microfermentaciones. La actividad frente a DMP 
detectada en los sobrenadantes a partir de cultivos en placas de 96 pocillos fue inferior a 70 
mU/L. Con ABTS  la  respuesta  fue 160 mU/L, con una señal  lineal, estable y  reproducible, 








para  la  exploración  de  actividad  en  microplaca  de  genotecas  obtenidas  por  evolución 
dirigida. Para ello, se analizó la linealidad y el coeficiente de varianza del ensayo a partir de 
sobrenadantes  procedentes  de  microfermentaciones  según  se  detalla  en  el  Apartado 
3.13.1.2, pag 86. 
Se  observó  un  incremento  lineal  de  actividad  proporcional  al  volumen  de 
sobrenadante, determinándose  la existencia de una relación  lineal entre  la cantidad de VP 
secretada y la respuesta del ensayo (Figura 4.5A). 




Cada  punto  representa  el  promedio  de  3  experimentos  (3  pocillos).  Las  barras  de  error  indican  el 





5ª y 6ª se emplearon para mejorar  la estabilidad  termal de  la peroxidasa. La 4ª generación 
compartió la selección de mutantes con mejor actividad total y mejor termoestabilidad. 
Volumen de sobrenadante (L)







































Se  construyó  una  genoteca  sometiendo  el  gen  de  fusión  parental  αvpl2  a  PCR 
mutagénica, siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.11.2, pag 79. Se exploró una 
librería de 1408 clones (Figura 4.6) con el ensayo de HTP‐screening de actividad descrito en 










de  la  actividad  específica  (con  ABTS)  y  la  secreción  frente  al  correspondiente  parental 
empleado  en  el  ciclo  evolutivo.  En  este  primer  ciclo,  se  seleccionaron  4  mutantes  que 
mostraron valores MAT entre 9 y 3.6 veces superiores al parental VPL2. El mejor mutante 
de esta generación fue 11H10. Esta variante presentó una única mutación en la secuencia de 
la proteína madura, T184M,  responsable de un valor MAT de  ~9 veces  frente  al parental 
















Figura  4.7.  Representación  esquemática  del  primer  ciclo  de  evolución  dirigida.  Con  estrellas  se 
muestran  las mutaciones  introducidas en  la secuencia del parental αvpl2 mediante PCR mutagénica. 




Mutante  Cambio de nucleótido  Cambio de aminoácido  MAT1 
11H10  C551T (ACG/ATG)  T184M  9.07 


















4B5 y 4B1. La genoteca  se creo mediante PCR mutagénica y  recombinación a  través de  in 
vivo DNA  shuffling,  tal y  como  se describe  en  el Apartado  3.11.3, pag  80.  Se  exploró una 
librería de 1740 clones  (Figura 4.8) con el ensayo de HTP‐screening de actividad empleado 
en la generación anterior, con la salvedad que las placas se sometieron al screening tras 24 h 
de  incubación en medio de expresión. Como parental referencia  (estándar  interno de cada 
placa) se utilizó el mejor mutante de la generación anterior (11H10). 
 
Figura  4.8.  Perfil  evolutivo  de  la  segunda  generación.  La  actividad  de  los  clones  de  la  librería 
preparada  por  mutagénesis  aleatoria  y  recombinación  in  vivo  está  representada  en  orden 
descendente. Alrededor del 80 % de los clones mostraron una actividad total inferior a la del parental 
y entorno al 30% de  los  clones  se  inactivaron por mutagénesis/recombinación. La  línea discontinua 
indica la actividad del tipo parental, el mutante 11H10 de la 1ª generación (=1). 
Se  seleccionaron  7  mutantes  que  mostraron  valores  MAT  entre  4.6  y  2.9  veces 
superiores  al  parental  referencia  11H10.  El mejor mutante  de  esta  generación  fue  16E12. 
Esta  variante  presentó  dos  mutaciones  en  la  secuencia  de  la  proteína  madura,  T184M 
(procedente  del  parental  11H10)  y  Q202L  (nueva  mutación  introducida  en  este  ciclo), 
además  de  una  mutación  nueva  en  el  pro‐líder  del  factor  α,  E[α27]G  (Tabla  4.2).  Es 







Figura  4.9. Representación  esquemática del  segundo  ciclo de  evolución dirigida. Con  estrellas  se 
muestran  las mutaciones  introducidas mediante PCR mutagénica y recombinación  in vivo durante el 
2º ciclo. Los rectángulos indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo 
un código de colores en función del parental. Se sugieren los diferentes entrecruzamientos generados 
por el proceso de  in vivo DNA  shuffling. Se  incluyen  las mejoras de actividad  total  (valores MAT en 
veces)  obtenidas  en  el  segundo  re‐screening  respecto  del  parental  referencia  11H10.  En  azul  se 
representa la secuencia de la proteína madura; en rosa y en gris se representan las secuencias del pre‐
líder y del pro‐líder del factor α, respectivamente. N.mut indica nueva mutación introducida. 
Se  hizo  un  análisis  detallado  de  los  mutantes  seleccionados  para  escoger  los 
correspondientes parentales para el 3er ciclo de evolución. En particular, los mutantes 19E7, 
10A4  y  19E3  fueron  descartados  como  parentales  por  presentar  menor  actividad  con 
secuencias equivalentes al resto de mutantes seleccionados (Figura 4.9): 




 El mutante  10A4,  con  un  valor MAT  ~3,  presentó  las mutaciones  E37K  y  T184M 
heredadas  por  recombinación  de  los  parentales  15G9  y  11H10,  e  incorporó  una 
mutación  nueva  en  el  pre‐líder  del  factor  α,  (S[α15]G).  Las  mismas  mutaciones 






la mutación  en  el  pre‐líder  de  10A4  no  era  beneficiosa  para  la  secreción,  siendo 
descartado este mutante como parental para el siguiente ciclo. 
 El mutante 19E3, con un valor MAT de 2.9, heredó las mutaciones V160A, T184M y 
S324T  tras  recombinación  de  los  parentales  4B1  y  11H10.  Las  dos  primeras 
mutaciones  aparecieron  en  el mutante  13G1,  con  un  valor MAT  ~3.2,  incluyendo 
una mutación silenciosa en el pre‐líder del factor α (A[α19]A). Por lo tanto, en este 





el  pre‐líder  del  factor  α.  3  Mutación  en  el  pro‐líder  del  factor  α.  4 Mutación  silenciosa.  Las  nuevas 
mutaciones se muestran subrayadas. MAT: mejora de actividad total. 




































En  la  tercera  generación  se  utilizaron  como  parentales  los mutantes  16E12,  19C2, 
20D1 y 13G1. La genoteca se diseñó mediante PCR mutagénica y recombinación a través de 
in vivo DNA shuffling siguiendo  las condiciones descritas para el ciclo anterior. Se exploró 
una  librería  de  1131  clones  (Figura  4.10)  con  el  ensayo  de  HTP‐screening  de  actividad 
empleado  en  la  generación  anterior. Como  parental  referencia  (estándar  interno  de  cada 
placa) se utilizó el mejor mutante de la generación anterior (16E12). 
 
Figura  4.10.  Perfil  evolutivo  de  la  tercera  generación.  La  actividad  de  los  clones  de  la  librería 
preparada  por  mutagénesis  aleatoria  y  recombinación  in  vivo  está  representada  en  orden 
descendente. Alrededor del  90 % de  los  clones mostraron una  actividad  total  inferior  a  la del  tipo 
parental  y  entorno  al  13 %  de  los  clones  se  inactivaron  por mutagénesis/recombinación.  La  línea 
discontinua indica la actividad del tipo parental, el mutante 16E12 de la 2ª generación (=1). 











Figura  4.11.  Representación  esquemática  del  tercer  ciclo  de  evolución  dirigida.  Con  estrellas  se 
muestran  las mutaciones  introducidas mediante PCR mutagénica y recombinación  in vivo durante el 
3er ciclo. Los rectángulos indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo 
un código de colores en función del parental. Se sugieren los diferentes entrecruzamientos generados 
por el proceso de  in vivo DNA  shuffling. Se  incluyen  las mejoras de actividad  total  (valores MAT en 





































































6B1  y  6A8,  respectivamente).  Por  ello,  se  descartó  como  parental,  al  tener  6B1 
prestaciones superiores con menos mutaciones. 
 El mutante 8C4, con un valor MAT de 2.89, heredó  las mismas mutaciones que el 
mutante  13E4  (E37K,  V160A  y  T184M).  Sin  embargo,  este  último  incorporó  dos 
mutaciones nuevas  en  el prepro‐líder del  factor  α  (una de  ellas  silenciosa), y una 
nueva  mutación  en  la  proteína  madura  (L207P).  El  valor  MAT  de  13E4  fue 








En  la  cuarta  generación  se  utilizaron  como  parentales  5  de  los  8 mutantes  de  la 
generación  anterior  (10C3,  6B1,  13E4,  6E7  y  11F3).  La  genoteca  se  diseñó mediante  una 
combinación de StEP mutagénico e  in vivo DNA shuffling con el fin de promover un mayor 



















Figura  4.12.  Paisajes  evolutivos  de  la  cuarta  generación.  A)  Perfil  de  actividad  inicial  (AI).  La 
actividad de  los clones de  la  librería se representa en orden descendente. Alrededor del 85 % de  los 
clones mostraron una actividad  total  inferior a  la del  tipo parental y entorno al 6 % de  los clones se 
inactivaron  por  mutagénesis/recombinación.  La  línea  discontinua  indica  la  actividad  del  tipo 
parental, el mutante 10C3 de la 3ª generación (=1). B) Representación de la termoestabilidad (AR/AI) 
frente a la actividad inicial (AI). AR: actividad residual tras incubación a 60°C. El área roja indica los 
clones  seleccionados  para  los  re‐screenings  de  termoestabilidad.  El  área  verde  indica  los  clones 















Figura  4.14. Representación  esquemática  del  cuarto  ciclo  de  evolución  dirigida. Con  estrellas  se 
muestran las mutaciones introducidas mediante StEP mutagénico durante el 4º ciclo. Los rectángulos 
indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo un código de colores en 
función  del  parental.  Se  sugieren  los  diferentes  entrecruzamientos  generados  por  los  procesos  de 
STEP mutagénico e in vivo DNA shuffling. Se incluyen los valores AI (Actividad inicial, en veces) y de 
termoestabilidad  (AR/AI,  en  veces)  obtenidas  en  el  segundo  re‐screening  respecto  del  parental 
referencia  10C3.  En  azul  se  representa  la  secuencia  de  la  proteína  madura;  en  rosa  y  en  gris  se 




introducidas  durante  las  generaciones  1  y  2  de  la  evolución  molecular  (E37K,  V160A, 
T184M  y  Q202L).  Además,  R4  conservó  una  estabilidad  equivalente  a  la  del  parental 
referencia 10C3. El mutante R4  fue escogido como el mejor mutante de actividad  total del 
proceso  de  evolución  dirigida  de  la  VP  llevado  a  cabo  en  esta  Tesis  Doctoral.  El  otro 





mutación  (N214D). Dicha mutación  no  fue  beneficiosa  para  la  actividad  total  ya  que  su 
valor MAT  fue  inferior  al de R4;  además  su  termoestabilidad  fue negativamente  afectada 
por dicha mutación, por lo que 13E7 fue descartado. 
Tabla 4.4. Variantes de la 4ª generación. 



































El  mejor  mutante  de  termoestabilidad,  24E10,  mostró  una  termoestabilidad  1.23 
veces superior a la del parental referencia 10C3 (lo cual supuso un incremento en su T50 de 
2.2°C). 24E10 presentó la misma combinación de mutaciones que el mutante de actividad R4 






mutante mostrara una  termoestabilidad mejorada y  conservara  la  actividad  total del  tipo 




otras  cuatro  comunes  al  mutante  R4  (E37K,  V160A,  T184M  y  Q202L).  Además,  21E9 
incorporó  una  nueva  mutación  (I81L),  posiblemente  responsable  de  la  mejora  de 
termoestabilidad. En último término se decidió escoger 24E10 como único parental para el 
siguiente ciclo, con el objetivo exclusivo de mejorar la termoestabilidad de la VP. 
4.4.5 QUINTA  GENERACIÓN:  ENSAMBLAJE  in  vivo  DE  GENOTECAS 
MUTAGÉNICAS CON DISTINTO ESPECTRO MUTACIONAL (IvAM) 
La  5ª  y  6ª  generación  se  enfocaron  exclusivamente  a  la  mejora  de  la 
termoestabilidad de la enzima. En la generación 5 se utilizó como parental el mutante 24E10 
(mejor  mutante  de  termoestabilidad  de  la  generación  anterior).  La  genoteca  se  diseñó 
mediante IvAM a través de 2 PCR mutagénicas con diferentes polimerasas (Taq y Mutazyme 
II)  recombinando  in vivo  los productos amplificados  (Apartado 3.11.6, pag 81). Se exploró 
una  librería  de  1392  clones mediante  el  ensayo  HTP‐screening  descrito  en  la  generación 
anterior,  con  la  salvedad  de  que  se  escogieron  únicamente mutantes  con mejoras  hacia 
termoestabilidad. La presión selectiva pudo ser incrementada en este ciclo llevando a cabo 
el  screening  a  80°C,  debido  a  la mayor  termoestabilidad  del  tipo  parental  24E10  (que  se 
empleó como parental referencia ‐estándar interno de cada placa‐), Figura 4.15. 
Se escogieron dos mutantes (3H9 y 15B4) con mejoras en termoestabilidad de 1.35 y 












Figura  4.15.  Paisajes  evolutivos  de  la  quinta  generación.  A)  Perfil  de  actividad  inicial  (AI).  La 
actividad de  los clones de  la  librería se representa en orden descendente. Alrededor del 85 % de  los 
clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo parental y entorno al 26 % de los clones se 





En  el  tercer  re‐screening  se  determinó  la  T50  de  los  mutantes  procedentes  del 
segundo re‐screening (Figura 4.16). 
 
Figura  4.16. Determinación del  valor de T50 de  los mutantes de  la  5ªG. Perfil de T50 del parental 












la proteína madura; en  rosa y en gris se  representan  las secuencias del pre‐líder y del pro‐líder del 
factor α, respectivamente. N.mut indica nueva mutación introducida. 
La  Figura  4.17  también  recoge  dos mutantes  de  actividad  seleccionados  (12A8  y 
3G2),  con  valores  MAT~1.5  veces  superiores  al  parental  24E10.  Estos  dos  mutantes  de 
actividad fueron secuenciados con el fin de incluirlos en los siguientes ciclos para paliar la 
pérdida  de  actividad  detectada  a  costa  de  la  mejora  en  la  estabilidad.  La  inclusión  de 
mutaciones de actividad en los procesos de recombinación podría mejorar la actividad total 
en  las  variantes  termoestables.  Sin  embargo,  ambos  mutantes  de  actividad  fueron 














































1 Mejora  de  actividad  total  (en  veces)  respecto  al  parental  (24E10)  en  el  2º  re‐screening.  2 Mejoras  de 






4.4.6 SEXTA  GENERACIÓN:  PCR  MUTAGÉNICA  COMBINADA  CON  in 
vivo DNA SHUFFLING 
En  la  sexta  y  última  generación  se  utilizaron  como  parentales  los  2 mutantes  de 
termoestabilidad de  la generación  anterior  (3H9 y  15B4). La genoteca  se diseñó mediante 
PCR  mutagénica  y  recombinación  a  través  de  in  vivo  DNA  shuffling,  siguiendo  las 
condiciones descritas para los ciclos 2 y 3. Se exploró una librería de 1305 clones mediante 
el  ensayo  HTP‐screening  descrito  en  la  generación  anterior  e  incrementando  la  presión 
selectiva  a  90°C. Como  parental  referencia  (estándar  interno  de  cada  placa)  se  utilizó  el 
mejor mutante de termoestabilidad de la generación anterior (3H9) (Figura 4.18). 
 
Figura  4.18.  Paisajes  evolutivos  de  la  sexta  generación.  A)  Perfil  de  actividad  inicial  (AI).  La 
actividad de  los clones de  la  librería se representa en orden descendente. Alrededor del 80 % de  los 
clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo parental y entorno al 32 % de los clones se 
inactivaron  por  mutagénesis/recombinación.  La  línea  discontinua  indica  la  actividad  del  tipo 






de  evolución  dirigida  descrito  en  la  presente  Tesis Doctoral.  2‐1B mostró  una mejora  de 
estabilidad de 1.36 veces y un valor MAT de 0.77 veces respecto al parental 3H9 (Tabla 4.6). 
El mutante  2‐1B  no  adquirió  por  recombinación  ninguna  de  las mutaciones  del  parental 






La mutación H39R  fue  incorporada  por  primera  vez  en  la  ruta  evolutiva  en  la  primera 








mutaciones  introducidas mediante PCR mutagénica durante  el 6º  ciclo. Los  rectángulos  indican  las 
mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo un código de colores en función del 
parental  original.  Se  incluyen  los  valores  AI  (en  veces)  y  de  termoestabilidad  (AR/AI,  en  veces) 
obtenidas en el segundo re‐screening respecto del parental referencia 3H9. AR: actividad residual tras 
incubación  a  90°C. En  azul  se  representa  la  secuencia de  la proteína madura;  en  rosa  y  en  gris  se 

















1  Mejora  de  actividad  total  (en  veces)  respecto  al  parental  (3H9)  en  el  2º  re‐screening.  2  Mejoras  de 








Figura  4.21.  Representación  esquemática  del  proceso  de  evolución  de  la  VP.  Con  estrellas  se 
muestran  las mutaciones nuevas. Los rectángulos  indican  las mutaciones acumuladas, siguiendo un 











4.5 ELIMINACIÓN DE  LA  SECUENCIA  EXTRA DEL  EXTREMO 
N‐TERMINAL 
Las  VP  expresadas  por  S.  cerevisiae  (el  parental  VPL2  y  los mutantes  R4  y  2‐1B) 
presentaron en el extremo N‐terminal seis aminoácidos adicionales  (EAEAEF)  respecto de 
la VP expresada por el hongo P. eryngii  (ver Apartado  4.7.4, pag 139). Se decidió  llevar a 
cabo  la  eliminación  de  esta  extensión  y  la  posterior  caracterización  de  las  variantes 
truncadas.  Para  suprimir  la  extensión  extra  N‐terminal  se  plantearon  dos  estrategias 
moleculares diferentes: SOE e  IVOE  (Apartado  3.12, pag 82). Ambas  técnicas  funcionaron 
con un  rendimiento similar aunque el SOE  requirió de una  reacción extra de PCR para el 
ensamblaje del producto completo mientras que el IVOE prescindió de este paso a través de 
la  recombinación homóloga en S. cerevisiae  (Figura  3.6 y 3.7, pags 84 y 85). Las genotecas 
construidas  para  la  obtención  de  las  variantes  truncadas  VPL2DEL,  R4DEL  y  2‐1BDEL 
fueron exploradas con el correspondiente ensayo de HTP‐screening (Apartado 3.13, pag 86) 
y  los  clones mostraron valores de actividad y estabilidad  similares a  los  correspondientes 









con  las  distintas  VP  fue  sometido  a  una  precipitación  fraccionada  con  (NH4)2SO4.  La 
fracción precipitada entre el 50 y el 65 % de sulfato de amonio se dializó y concentró por 
ultrafiltración. El concentrado fue sometido a cromatografía de intercambio aniónico fuerte 
de baja  resolución  (Figura 4.22). Las  fracciones con mayor actividad peroxidasa y elevada 
absorbancia  a  407  nm  (presencia  de  grupo  hemo)  se  dializaron  y  concentraron, 
sometiéndolas  a  cromatografía  de  intercambio  aniónico  fuerte  de  alta  resolución  (Figura 
4.23).  Tras  este  paso  de  purificación,  la  Rz  (relación  de  absorbancia  A407/A280)  fue 
aproximadamente  4. El  rendimiento  final de  la purificación  fue de un  22 %  (Figura  4.24, 
Tabla  4.7)  con  un  factor  de  purificación  ~22.  Se  detectaron  dos  glicoformas  en  la 
purificación  de  R4  y  2‐1B  con  %  de  glicosilación  del  10.2  %  (glicoforma  I)  y  9.75  % 


















Extracto crudo  0.33  10.64  32.28  1.00 





fuerte Biosuite Q  13.5  9663.1  716.8  22.2 
1 La actividad se valoró como oxidación de ABTS 2 mM en tampón tartrato sódico 100 mM, pH 3.5 tras la 
adición de H2O2 0.1 mM. 
Para  la  purificación  de  la  variante  R4DEL  hubo  que  modificar  el  protocolo 


















































































































































que  la  VPL2  expresada  en  E.  coli  siendo  su  masa  molecular  de  ~40  kDa  y  ~35  kDa, 


























Masa molecular (Da)1  35258  35244  35318  34567 
Masa molecular (Da)2  38618  38600  38761  38100 
Grado de glicosilación (%)  9.5  9.5  9.8  10.2 
T50 (°C)  58  59.4  65.9  60 
pI  4.6  4.6  4.6  4.9 
pH óptimo3  3.0  3.5  4.0  3.5 
Máx. región Soret (nm)  407  407  407  407 
CT2 (nm)4  n.d  504  503  504 
CT1 (nm)5  631  638  638  643 
1 Masa molecular  teórica  estimada de  la  composición de  aminoácidos.  2 Masa molecular  estimada  por 














1B ( ); R4DEL ( ) y VPL2 expresada en E. coli ( ). El recuadro muestra el detalle de las dos bandas 
de transferencia de carga CT1 y CT2. 
El grado de pureza de  la enzima viene determinado por  la  índice Rz (A407/A280), de 
manera  que  valores  cercanos  a  4  indican  un  alto  nivel  de  pureza mientras  que  valores 
inferiores apuntan la presencia de otras proteínas. La relación A407/A280 fue en torno a 4 para 
todas  las  VP  purificadas  excepto  para  el  parental  VPL2  y  R4DEL  que  fue  2,  indicando 
niveles  de  pureza  inferiores,  posiblemente  debido  a  la  presencia  de  productos  de 
desnaturalización de la VP que hayan perdido el grupo hemo (Smith, AT et al., 1990). 
4.7.3 DETERMINACIÓN DEL PUNTO ISOELÉCTRICO 
El  punto  isoeléctrico  (pI)  se  determinó mediante  electroforesis  bidimensional.  El 
parental VPL2  y  los mutantes R4  (Figura  4.28)  y  2‐1B mostraron un pI  =  4.6. El mutante 













amino  terminal ATCDDGRTT.  Por  tanto,  las VP  expresadas  en  S.  cerevisiae  incluyeron  6 
aminoácidos  (EAEAEF)  adicionales  en  su  extremo N‐terminal.  Los  dos  últimos  residuos 
(EF) se introdujeron durante la construcción del plásmido pJRαvpl2 al insertar una diana de 
restricción  para  la  enzima  EcoRI  (Apartado  3.7.7,  pag  66).  Los  otros  cuatro  aminoácidos 
(EAEA)  pertenecen  a  la  parte  final  del  pro‐líder  del  factor  α  (constituyendo  la  diana  de 
reconocimiento  de  la  endopeptidasa  STE13 del  aparato  de Golgi),  que  no  fue  procesado 
correctamente en los estadios post‐traduccionales. 
La  secuencia  del  extremo  N‐terminal  para  los  truncados  VPL2DEL,  R4DEL  y  2‐






4.8 DETERMINACIÓN DEL NIVEL DE  SECRECIÓN DE  LA  VP 
EN S. cerevisiae 
El nivel de secreción del tipo parental VPL2 y sus variantes evolucionadas R4, 2‐1B 





suponiendo  el  nivel de  expresión  funcional más  elevado descrito  hasta  el momento para 
peroxidasas  versátiles.  La  deleción  de  la  extensión  N‐terminal  en  R4DEL  no  afectó 
significativamente a su actividad específica, pero sí a su expresión funcional que disminuyó 
en  torno al 60 %  cuando  se  comparó  con el mutante R4. Del mismo modo, el mutante de 
termoestabilidad  2‐1B  presentó  valores  de  actividad  específica  mejorados  para  ABTS 
mientras sus niveles de secreción se redujeron un 80 % frente al mutante de secreción R4. 
Tabla  4.9. Análisis  de  las mejoras  en  secreción  y  actividad  específica.  Las  actividades  fueron 
valoradas  en  tampón  tartrato  sódico  100 mM  pH  3.5  conteniendo ABTS  2 mM  y H2O2  0.1 mM. 


















VPL2   120 ± 6  1  283  0.42  1  1 
R4  15500 ± 150  129  717  21.6  2.5  51.6 
2‐1B  2120 ± 20  18  562  3.77  2  9 














sitio  de  oxidación  de  alta  eficiencia  (en  el  triptófano  catalítico  164)  no  se  pudieron 
determinar  debido  a  que  la  oxidación  mejorada  de  estos  sustratos  en  el  sitio  de  baja 
eficiencia  enmascaró  la  oxidación  en  el  sitio  de  alta  eficiencia.  Por  otro  lado,  no  se 
apreciaron cambios significativos en  los parámetros cinéticos para  la oxidación del RB5 en 
el Trp164. Sin embargo, si se observó una disminución de  la afinidad por el Mn2+. Aunque 
su  kcat  aumentó  ligeramente,  la  eficiencia  catalítica  para  el  Mn2+  disminuyó  ~2.6  veces 
respecto a la del parental VPL2 (Tabla 4.10). Las constantes cinéticas de la variante R4DEL 
sólo se determinaron para la oxidación de ABTS en el sitio de baja eficiencia y la oxidación 




respectivamente,  respecto  al  parental  VPL2.  Esto  supuso  un  aumento  de  la  eficiencia 
catalítica de ~61 y 12 veces para cada compuesto respecto al tipo parental. Las constantes de 
oxidación  para  RB5  se  mantuvieron  similares  a  las  de  VPL2.  Finalmente,  el  sitio  de 
oxidación  de  Mn2+  se  vio  negativamente  afectado  por  el  proceso  evolutivo,  con  una 
disminución  en  la  afinidad  de  95  veces.  Al  igual  que  en  el  caso  del mutante  R4  la  kcat 
aumentó ligeramente (1.8 veces), pero no impidió un descenso de la eficiencia catalítica de 
~52 veces respecto al parental VPL2. 
Respecto  a  las  cinéticas  frente  a  H2O2,  los  mutantes  R4  y  2‐1B  presentaron  un 
notable descenso en su afinidad (4 y 16 veces respecto al parental VPL2, Tabla 4.10, Figura 
4.29). Sin embargo sus valores kcat mejorados compensaron  la caída de afinidad mostrando 
eficiencias catalíticas similares a  la del  tipo parental. Este efecto  implicó que  los mutantes 




actividades  específicas  para  el ABTS  de  3530  y  11300 U/mg,  respectivamente,  cuando  se 
usaron condiciones saturantes de H2O2 (con concentraciones de 2.0 y 7.6 mM de H2O2 para 








2‐1B  y  R4DEL.  Km  (mM),  kcat  (s‐1),  kcat/Km  (mM‐1  s‐1).  Las  constantes  cinéticas  para  el  H2O2  se 
estimaron empleando ABTS  como  sustrato  reductor bajo  condiciones de  saturación y  teniendo en 
cuenta la estequiometria de la reacción (una molécula de H2O2 es reducida por la oxidación de dos 
moléculas de ABTS). N.m.: no medible. N.d.: no determinado. 




Km  0.0046 ± 0.0002  n.m.  n.m.  n.m. 
kcat  25.3 ± 0.3  n.m.  n.m.  n.m. 
kcat/Km  5470 ± 190  n.m.  n.m.  n.m. 
ABTS  
(Baja eficiencia) 
Km  0.54 ± 0.05  0.056 ± 0.003  0.034 ± 0.004  0.05 ± 0.005 
kcat  220 ± 30  365 ± 6  850 ± 40  520 ± 20 
kcat/Km  410 ± 30  6480 ± 280  25000 ± 2100  9880 ± 620 
DMP  
(Alta eficiencia) 
Km  0.015 ± 0.001  n.m.  n.m.  n.d. 
kcat  12.1 ± 0.2  n.m.  n.m.  n.d. 
kcat/Km  790 ± 50  n.m.  n.m.  n.d. 
DMP  
(Baja eficiencia) 
Km  32 ± 6  6.5 ± 0.5  2.5 ± 0.2  n.d. 
kcat  98 ± 7  58 ± 1  97 ± 1  n.d. 
kcat/Km  3.1 ± 0.4  9.1 ± 0.5  39 ± 2  n.d. 
RB5 
Km  0.007 ± 0.0007  0.0066 ± 0.0004  0.0055 ± 0.0006  0.0043 ± 0.0004 
kcat  11.8 ± 0.5  10.6 ± 0.2  9.4 ± 0.4  10.5 ± 0.3 
kcat/Km  1670 ± 100  1600 ± 65  1700 ± 140  2440 ± 170 
Mn2+ 
Km  0.045 ± 0.007  0.12 ± 0.01  4.3 ± 0.3  n.d. 
kcat  54 ± 1  75 ± 1  98 ± 2  n.d. 
kcat/Km  1190 ± 180  630 ± 50  23 ± 1  n.d. 
H2O2 
Km  0.051 ± 0.009  0.20 ± 0.02  0.8 ± 0.1  n.d. 
kcat  135 ± 5  490 ± 15  1720 ± 70  n.d. 












VPL2   5.5  0.5 247 ± 5 536
R4  0.6  2  74150 ± 760  3531 
2‐1B  0.5  7.6  41070 ± 490  11316 







Se  determinó  el  pH  óptimo  para  la  oxidación  de  ABTS  del  parental  VPL2  y  las 




mutantes R4  (4ªG) y 2‐1B  (6ªG), respectivamente  (Figura 4.30A). Cuando se analizaron  las 
variantes  de  deleción  se  comprobó  que  la  eliminación  de  la  extensión  N‐terminal  no 
produjo ninguna modificación en los perfiles de pH, mostrando comportamientos similares 
a  los  de  los  productos  no  truncados  correspondientes  (Figura  4.30B).  Se  observó  que  el 
H2O2 (mM)















































intervalo  de  pH  entre  3.5  y  5.0  tras  120  h  de  incubación,  el  mutante  de  secreción  R4 
conservó el 100 % de su actividad residual en el intervalo de pH 4.0‐7.0 (Figura 4.31). 
En el caso del mutante de estabilidad 2‐1B este efecto se acentuó conservando el 100 



















































120 h  (). Para  cada variante,  las  actividades  residuales  se normalizaron  con  el  valor más  alto de 

































































































































El  estudio  de  la  termoestabilidad  cinética  del  parental  VPL2  y  sus  mutantes 
evolucionados se abordó mediante el análisis de tres parámetros. 
4.12.1 DETERMINACIÓN DE LA T50 
Tras  6  ciclos de  evolución dirigida,  la T50  se  incrementó  8°C  (con valores de  58.0, 
59.4  y  65.9°C  para  el  parental  VPL2  y  los mutantes  R4  y  2‐1B,  respectivamente  (Figura 
4.32A). Con  el  fin de determinar  si  la  extensión  extra N‐terminal  tenía  algún  efecto  en  la 






4 ciclos orientados exclusivamente al  incremento de  la actividad  total de  la VP, su T50  fue 
1.4°C  superior  a  la  del  tipo  parental  VPL2,  (Figura  4.21,  pag  132). Del mismo modo,  el 
mutante  10C3  (mejor  variante de  la  3ª G  y parental  empleado  en  la  obtención de R4)  ya 
presentó un  incremento de ~2°C  (con una T50 de 60.5°C, Figuras  4.21 y  4.33A). Se  intentó 









entre  los mutantes 13G1  (2ªG, con  las mutaciones T184M y V160A) y el mutante 11H10  lo 
cual indicó que la mutación V160A no estuvo involucrada en la estabilidad termal de la VP 
(Figura  4.33B).  Cuando  se  comparó  el  valor  de  T50  del  mutante  10C3  (3ªG,  con  las 
mutaciones  E37K,  T184M,  Q202L  y  la  mutación  silenciosa  P185P)  (60.5°C)  con  el  del 
mutante R4  (4ªG, con  las mutaciones E37K, V160A, T184M, Q202)  (59.4°C) se observó una 
diferencia de  1°C debida  a  la  inclusión de V160A  en  el mutante R4, mostrando un  claro 
efecto desestabilizante. 






cuarta  generación,  aunque  fue  finalmente  redescubierta  en  el  ciclo  final  de  estabilidad 




Figura  4.32.  Determinación  de  los  valores  de  T50  para  las  variantes  con  y  sin  la  extensión  N‐
terminal. A) Perfiles de T50 del parental VPL2 (), R4 () y 2‐1B (). B) Perfiles de T50 de VPL2DEL 




Figura  4.33.  Determinación  de  los  valores  de  T50  para  los  parentales  de  la  evolución  hacia 
termoestabilidad y de  las  variantes  intermedias de  la  1ª G  y  2ª G. A) Perfiles de T50 del parental 
VPL2  () y  los parentales de  los 3  ciclos de  evolución hacia mejora de  termoestabilidad: 10C3  () 
(3ªG, parental del primer ciclo hacia mejora de termoestabilidad), 24E10 (4ªG) (), 3H9 (5ªG) () y 2‐









mientras que  la  t1/2 del parental  fue de  1 min,  la mejor variante de  termoestabilidad  2‐1B 
mostró una t1/2 de ~ 6 minutos. 2‐1B retuvo en torno a un 20 % de actividad residual tras 15 
min  a  70°C mientras  que  el  parental  se  inactivó  tras  3 min  de  incubación.  R4  también 
resultó ligeramente más estable que VPL2, con una t1/2 de 2.5 min (Figura 4.34A).   
 
Figura  4.34. Análisis  de  t1/2  frente  a  temperatura  y  termoactividad.  A) Determinación  de  t1/2.  Se 




La Ta no  se  vio desplazada durante  el proceso de  evolución  artificial  siendo  40°C 
para el parental VPL2 y  las variantes evolucionadas R4 y 2‐1B. Sin embargo, sí se apreció 
una ampliación en el  intervalo de  temperaturas en el que  la VP presentó mayor actividad. 
Este  efecto  fue  especialmente  notable  para  la  variante  de  termoestabilidad  2‐1B,  la  cual 


















Aunque  han  sido  muchos  los  esfuerzos  realizados  para  conseguir  la  expresión 
funcional  de  peroxidasas  ligninolíticas  en  hospedadores  heterólogos,  los  resultados  han 
sido  bastante modestos.  En  algunos  casos  no  se  ha  logrado  detectar  niveles mínimos  de 
expresión  funcional  y  cuando  se  han  obtenido  las  actividades  detectadas  han  sido muy 
bajas  (de Weert, S et al., 2010). En vista de  la dificultad que supone  la expresión  funcional 
heteróloga de peroxidasas y en concreto de  la VP de P. eryngii  (Eibes, GM  et al., 2009; Lu‐
Chau,  TA  et  al.,  2004;  Pérez‐Boada,  M  et  al.,  2002;  Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  1999a),  en  la 
presente  Tesis  Doctoral  se  planteó  su  expresión  funcional  en  S.  cerevisiae  (hospedador 
apropiado para evolucionar enzimas de origen eucariota) mediante el remplazamiento de la 
secuencia  señal  nativa de  la VP  por  una  secuencia  señal  que  favoreciera  los  procesos  de 
translocación  al RE y  el posterior procesamiento  correcto  en  el  aparato de Golgi. En  este 
sentido, la secuencia del prepro‐líder del factor α de S. cerevisiae ha sido utilizada con éxito 
en  las últimas décadas para  la  expresión heteróloga de diferentes proteínas  en  levaduras 
(Abdelmoula‐Souissi,  S  et al.,  2007; Brake, AJ  et al.,  1984; Brake, AJ,  1989; Bulter, T  et al., 
2003a; Maté, D  et al.,  2010). En base  a  esta  información,  se diseñó  el gen de  fusión  αvpl2 
formado  por  la  secuencia de  la VP madura  (isoforma  vpl2)  y  la  secuencia  señal  (prepro‐
líder) del factor α de S. cerevisiae. Esta construcción favoreció la secreción de la VP al medio 






actividad  VP  cuando  se  trasladó  la  fermentación  a  formato  HTP  (placas  de  96  pocillos, 







Con  el  fin  de  conseguir  niveles  aceptables  de  actividad  peroxidasa  en  el 
sobrenadante de  los microcultivos,  se optimizaron  las  condiciones de  expresión de VP  en 
placas de 96 pocillos. 
Se  conoce  que  el  grupo  hemo  desempeña  un  papel  muy  importante  en  el 
metabolismo de la levadura ya que está presente como cofactor en múltiples proteínas de su 
metabolismo.  La  levadura,  en  ausencia  de  hierro  o  hemo  es  capaz  de  priorizar  sus 
necesidades  de  manera  que,  bajo  condiciones  limitantes  de  hierro,  únicamente  serán 
sintetizadas  las hemoproteínas esenciales, como  las P450 monooxigenasas de  la cadena de 
transporte  electrónico  (Kaplan,  J  et al.,  2006). Por  este motivo,  la  levadura no  favorece  la 
síntesis de hemoproteínas expresadas heterólogamente en grandes cantidades que no sean 
básicas  para  su  supervivencia.  Sin  embargo,  la  incorporación  del  grupo  hemo  es 
fundamental para  la producción heteróloga y  funcional de peroxidasas en  levaduras. Para 
evitar  los  problemas  derivados  de  la  baja  eficiencia  de  la  maquinaria  biosintética  de 
porfirinas  (incapaz de sintetizar suficiente grupo hemo como para secretar peroxidasas en 
cantidades  detectables)  o  por  la  escasez  de  hierro  o  hemo  en  el medio  (Conesa, A  et  al., 
2000;  de Weert,  S  et  al.,  2010;  Punt,  PJ  et  al.,  2002),  se  decidió  suplementar  el medio  de 
inducción con una fuente exógena de grupo hemo. 
Se  ha  descrito  que  la  sobrexpresión  de  las  dos  primeras  enzimas  de  la  ruta  de 
síntesis  de  porfirinas  aumenta  4  veces  la  producción  de  la  peroxidasa  de C.  cinera  en A. 
oryzae (Elrod, SL et al., 1997). Además, la síntesis de δ‐ALA, precursor en la ruta de síntesis 
de porfirinas, es un paso  limitante  (Fernández‐Cuartero, B, 1994; Gardner, LC et al., 1991). 
Así  pues,  se  decidió  emplear  el  δ‐ALA  como  suplemento  al medio  de  inducción  ya  que 
además había sido anteriormente utilizado con éxito en experimentos de evolución dirigida 
de  la  citocromo  P450 monooxigenasa  BM‐3  de  Bacillus megaterium  y  otras  hemoproteínas 
(Farinas, ET et al., 2001). Sin embargo, en nuestro caso, su inclusión no supuso un aumento 
de  la  secreción,  es  más,  en  matraz  se  observó  una  ralentización  de  la  expresión  y  en 
microplaca no se consiguió observar actividad peroxidasa en los tiempos ensayados. 
Por otro  lado,  se ha  estudiado  en hongos  la  existencia de un  complejo  sistema de 
captación  de  hierro  en  ambientes  con  bajas  concentraciones  de  éste,  siendo  capaces  de 
obtener hierro de distintas  fuentes  como  transferrina y hemoglobina. En  concreto,  se han 
descrito  en  Candida  albicans  receptores  de  superficie  para  la  hemoglobina  que  ayudan  a 
interiorizar el hemo como molécula intacta (Philpott, CC, 2006). Por este motivo se decidió 
probar  la  hemina  y  la  hemoglobina  como  fuente  exógena  de  hemo.  La  hemina  se  había 
empleado con éxito anteriormente para la expresión heteróloga de peroxidasas fúngicas en 
Aspergillus  sp.  (Conesa, A  et al., 2000; Lu‐Chau, TA  et al., 2004), así  como  la hemoglobina 
(Conesa, A et al., 2000). Tanto la hemina como la hemoglobina favorecieron la secreción de 







actividad.  Finalmente,  se  eligió  hemoglobina  (100 mg/L)  como  fuente  exógena  de  grupo 
hemo  ya  que  no  interfería  con  el  ensayo  de  screening  y  permitía  la  secreción  de  VP  en 
microcultivos con valores de actividad detectables. 
La adición de etanol  (2.5 % v/v) al medio de  inducción provocó un aumento de  la 









reduce  la actividad metabólica e  incluso puede conducir a  la muerte celular  (Canetta, E et 
al.,  2006). Esto  explicaría  el  estacionamiento del  crecimiento de  la  levadura observado  en 
nuestro caso cuando se añadió un 5 % de etanol al medio de inducción. 




produjo  un  aumento  de  la  expresión  de  1.4  veces,  rendimiento  ligeramente  superior  al 
obtenido añadiendo únicamente etanol (1.2 veces). En S. cerevisiae el flujo de Ca2+ al interior 
celular  está  controlado  por  el  sistema HACS  (High‐Affinity Ca2+  influx System,  compuesto 
por tres proteínas que forman un canal en la membrana celular). Dicho sistema favorece la 
entrada  de  Ca2+  como  respuesta  al  stress  en  el  RE  permitiendo  la  supervivencia  celular 
durante  largos períodos  (Bonilla, M  et al., 2001; Bonilla, M  et al., 2003; Cunningham, KW, 
2011; Ton, VK et al., 2004). Posiblemente, una mayor concentración de Ca2+ en el medio de 
expresión  beneficie  el  funcionamiento  del  sistema  HACS  compensando  los  efectos 
estresantes del etanol de manera que la secreción final de la VP se vea incrementada.  
Aunque  la máxima  secreción de VP  al medio  extracelular  se  consiguió  añadiendo 
hemoglobina, Ca2+ y etanol,  finalmente durante  los experimentos de evolución dirigida  el 
medio de inducción se suplementó únicamente con hemoglobina 100 mg/L porque permitía 
la secreción de VP en cantidades cuantificables en formato HTP al tiempo que se disminuía 
la  complejidad  del  medio,  evitando  así  posibles  interferencias  durante  el  ensayo  de 











la  expresión  de  las  variantes  evolucionadas  la  temperatura  óptima  de  expresión  fue  de 





Además  de  disponer  de  un  sistema  de  expresión  funcional,  el  segundo  requisito 
necesario para  llevar a  cabo experimentos de evolución dirigida es diseñar un  sistema de 





sensibilidad, que se ha estimado en  torno a ~ 5 nU/mL;  ii) el radical catiónico  formado de 
color verde es estable durante varias horas (Bulter, T et al., 2003b);  iii)  la baja  interferencia 
mostrada con los componentes del sobrenadante celular bajo las condiciones estipuladas, y 
iv) el ABTS es oxidado en dos de  los  tres sitios de oxidación que presenta  la VP,  lo que a 
priori garantizaría  la  conservación o mejora de varios de  los  centros  activos de  la  enzima 
durante el proceso evolutivo. El protocolo fue ajustado para que fuera reproducible y fiable 
de  manera  que  la  respuesta  del  ensayo  mostró  una  relación  lineal  con  la  cantidad  de 
sobrenadante  de microcultivo  y  el  CV  fue  de  13 %,  lo  que  se  considera  aceptable  para 
evaluar  librerías mutagénicas  en  experimentos  de  evolución  dirigida  (Arnold,  FH  et  al., 
2003a). 
Por otro lado, se sabe que la falta de estabilidad de un biocatalizador es uno de los 
principales  obstáculos  para  su  implantación  en  distintos  procesos  industriales  (Eijsink, 
VGH et al., 2005; Gumulya, Y et al., 2011; Polizzi, KM et al., 2007). Por este motivo, una vez 
mejorados  los  niveles  de  secreción mediante  ciclos  iterativos  de  evolución molecular,  se 
decidió  aumentar  la  termoestabilidad  de  la  VP  mediantes  nuevos  ciclos  de  evolución 
artificial. Para ello  fue necesario diseñar un protocolo de screening que permitiera detectar 





(definida en este caso como  la  temperatura a  la que se  incubaron  los sobrenadantes de  las 
librerías  de  mutantes)  fue  incrementada  generación  tras  generación  con  la  finalidad  de 
impulsar  el  proceso  evolutivo  hacia  la  obtención  de  variantes más  termorresistentes.  El 
aumentar  la  presión  selectiva  representa  una  vía  adecuada  para  diseñar  enzimas  en  el 
laboratorio.  En  particular,  enfoques  parecidos  han  sido  llevados  a  cabo  en  nuestro 
laboratorio  y  por  otros  grupos  para  evolucionar  enzimas  resistentes  a  diversos  factores 
(como  la  presencia  de  disolventes  orgánicos,  aumentando  la  concentración  de  estos 
generación tras generación) (Chen, KQ et al., 1993; Zumárraga, M et al., 2007). Finalmente, la 




en  seis  generaciones  con  el  fin  de mejorar  la  expresión  funcional  y  la  termoestabilidad 
(Tabla  5.1).  De  manera  general,  la  secuencia  αvpl2  fue  sometida  a  distintas  técnicas 
evolutivas de creación de diversidad genética de forma que la aparición de mutaciones y/o 





podrían modificar  los distintos  bolsillos  y  regiones  catalíticas  y  aumentar  su  actividad  o 
influir en el plegamiento y por ende en la secreción. 
La generación de diversidad genética se llevó a cabo mediante el empleo de técnicas 
de mutagénesis aleatoria y  recombinación de DNA  tanto  in vitro  como  in vivo. Alternar y 
combinar  estas  estrategias permitió aumentar  considerablemente  la velocidad del proceso 
de  evolución  promoviendo  la  acumulación  de  mutaciones  beneficiosas  que  fueron 
apareciendo  en  cada  ciclo de manera  independiente,  a  la  vez  que  se  eliminaban  aquellas 
mutaciones neutras o deletéreas. Es  importante señalar que  la  tasa mutacional en estrecha 
sinergia con  las estrategias de recombinación de DNA empleadas  fueron meticulosamente 
ajustadas para generar aproximadamente la selección de una mutación beneficiosa por ciclo 
evolutivo  (por  ejemplo,  el  mutante  de  secreción  R4  acumuló  4  mutaciones  tras  4 
generaciones de  evolución). En  este  sentido,  la  recombinación  in vivo  tuvo un  importante 
papel en el proceso de evolución de la VP, ya que la elevada tasa de recombinación (con un 
grado de homología de al menos el 70 %)  junto con el mecanismo de reparación de huecos 





mutaciones  de  los  diferentes  parentales  en  cada  ciclo.  Adicionalmente,  esta  técnica  se 
empleó de manera  rutinaria para  regenerar el plásmido circular de  replicación autónoma, 
para lo que se diseñaron unas extensiones de unas 40‐50 pb en los extremos de la secuencia 
αvpl2 mutada  (sin alterar su marco de  lectura abierto) que solaparan con  los extremos del 
plásmido linearizado. 
En  cuanto  a  las  técnicas  de  mutagénesis  aleatoria,  las  condiciones  de  PCR 
mutagénica fueron ajustadas para introducir de forma general de 1 a 4 mutaciones por gen. 
Por otro  lado, a  lo  largo de  la evolución  se emplearon dos polimerasas  (Taq polimerasa y 
MutazymeII) con distinto espectro mutacional para compensar  la tendencia nucleotídica de 
cada una de ellas permitiendo el acceso a una mayor porción del espacio proteico. 
En  el  primer  ciclo  de  evolución  se  empleó  la  Taq  polimerasa  para  introducir 
mutaciones  induciéndola a cometer error mediante  la adición de MnCl2 y utilizando muy 
bajas  concentraciones  de  DNA molde.  Las  variantes  analizadas  presentaron  entre  1  y  3 
cambios aminoacídicos por proteína de fusión. 
En  el  segundo  y  tercer  ciclo,  las  mejores  variantes  de  cada  generación  se 
amplificaron y mutaron con  la misma  técnica empleada en  la 1ªG y se recombinaron en  la 




En  el  cuarto  ciclo  se  decidió  cambiar  la  estrategia  de  recombinación:  las mejores 
variantes  de  la  tercera  generación  se  recombinaron  in  vitro mediante  la  técnica  de  StEP 
mutagénico  (Zhao, H  et  al.,  1998)  haciendo  uso  de  polimerasas  deficientes  en  actividad 









de  estabilidad  térmica  (24E10)  que  mostró  las  mismas  mutaciones  que  la  variante  de 
secreción más una nueva mutación (G330R), introducida gracias al StEP mutagénico, que le 
aportó termoestabilidad (su T50 aumentó ~2°C). El empleo del StEP mutagénico junto con in 
vivo DNA  shuffling  en  un  único  paso  evolutivo  permitió  al mutante  24E10  aumentar  su 
termoestabilidad cinética sin que su actividad total se viera mermada, Figura 4.14, pag 123. 
  
Ciclo evolutivo  1G  2G  3G  4G  5G  6G 
Mutación 
11 H 10  15 G 9  4 B 5  4 B 1  16 E 12  19 C 2  20 D 1  13 G 1  10 C 3  6 B 1  13 E 4  6 E 7  11 F 3  R 4  24 E 10  3 H 9  15 B 4  2‐1 B 
Aminoácido Codón 
I(α6)T  ATT/ACT     
L(α11)S  TTA/TCA   
F(α12)F  TTC18/TTT26   
A(α19)A  GCT21/GCC12     
E(α27)G  GAA/GGA   
E(α45)K  GAA/AAA   
V(α50)A  GTT/GCT       
P(α54)P  CCA18/CCT13   
E37K  GAG/AAG                       
H39R  CAC/CGC         
V160A  GTC/GCC                 
T184M  ACG/ATG                               
P185P  CCA18/CCG5   
Q202L  CAA/CTA                     
L207P  CTC/CCC   




D318D  GAC20/GAT38     
S324T  TCC/ACC   
G330R  GGA/AGA         
MAT (veces)1  9  7.4  6.3  3.6  41.2  35  33.9  28.4  129  127  121  118  97  238 138  109  164  84 







En  la quinta generación  se hizo uso de  la  técnica  IvAM para combinar  in vivo dos 
genotecas obtenidas  con dos polimerasas  con distinta  tendencia mutagénica, Taq/MnCl2 y 
Mutazyme II. Finalmente, para el sexto ciclo se recurrió a  la mutagénesis aleatoria a  través 
de  Taq/MnCl2  e  in  vivo  DNA  shuffling.  En  este  caso,  se  obtuvo  la  variante  final  de 
termoestabilidad  (mutante  2‐1B)  que  presentó  una mutación  nueva  (H39R)  que  se  había 
perdido  durante  los  eventos  de  recombinación  de  la  cuarta  generación  y  que  fue  re‐
descubierta  en  este último  ciclo. La Tabla  5.1  resume y  complementa  la Figura  4.21, pag 





una mejora  en  actividad  total  (en  fermentados  en matraz),  respecto del  parental  original 
VPL2, de 129 veces (Tabla 4.9). Un análisis en detalle determinó que la actividad específica 
para  el ABTS  se  incrementó  en  2.5 veces  respecto de  la nativa mientras que  la  expresión 
funcional  aumentó  unas  52  veces  alcanzando  niveles de  secreción de  21.6 mg/L,  los más 
altos descritos hasta la fecha para la expresión heteróloga de una peroxidasa versátil (Tabla 
4.9,  pag  140).  Unos  niveles  similares  (21  mg/mL)  fueron  reportados  para  la  expresión 
homóloga de la peroxidasa versátil MnP2 de P. ostreatus (Tsukihara, T et al., 2006). También 
se han descrito niveles de hasta  100 mg/L para  la  expresión heteróloga de otras  enzimas 
ligninolíticas  (MnP  de  P.  chrysosporium)  en  Aspergillus  sp.  (Conesa,  A  et  al.,  2000).  Los 
niveles  obtenidos  para  R4  fueron  suficientemente  elevados  para  poder  desarrollar 
cómodamente nuevos estudios de evolución dirigida hacia mejora de otras propiedades y 
constituyen  de  manera  general  una  plataforma  evolutiva  idónea  para  el  diseño  de  VP 
mejoradas.  Es  importante  resaltar  que  ni  las  expresiones  homólogas  o  las  expresiones 
heterólogas  en  hongos  filamentosos  son  adecuadas  para  afrontar  experimentos  de 
evolución molecular dirigida debido a la dificultad que supone la manipulación genética de 
estos hospedadores (ausencia de vectores episómicos que permitan la recuperación del gen 
mejorado,  integración  de  varias  copias  del  gen  en  el  genoma,  etc.)  y  el  desarrollo  de 
screenings de alto rendimiento (HTP). 
Cabría esperar que las mejoras de expresión se debieran a mutaciones introducidas 
en el prepro‐líder del  factor  α, de hecho, en esta  fase del estudio aparecieron mutaciones 
tanto  en  la  secuencia  del  péptido  señal  (hasta  nueve mutaciones,  cinco  en  el  pre‐líder  y 
cuatro  en  el  pro‐líder)  como  en  la  de  la VP madura.  Sin  embargo,  las mutaciones  en  el 







que  la  inclusión de estas u otras mutaciones en el prepro‐líder del mutante R4 a  través de 
técnicas  de  mutagénesis  dirigida  convencional  pudieran  conferir  mayores  niveles  de 





Merece  la pena  enfatizar que  las  estrategias de generación de diversidad genética 
empleadas durante esta primera etapa del proceso evolutivo, al generar una media de un 
cambio  aminoacídico  por  ciclo,  permitieron  identificar  el  papel  de  cada mutación  en  las 
propiedades  de  la  enzima.  La  variante  de  expresión  R4  presentó  únicamente  cuatro 
mutaciones,  E37K,  V160A,  T184M  y  Q202L.  Estas  mutaciones  aparecieron  de  forma 
individual  en  la  primera  generación  (E37K,  V160A,  T184M)  y  en  la  segunda  (Q202L)  y 
mediante  la  estrategia  adoptada  en  esta  fase  se  fueron  recombinaron  hasta  generar  la 
variante R4 (Figura 4.21, pag 132 y Tabla 5.1, pag 157). Estas cuatro mutaciones fueron las 
responsables del incremento en la expresión funcional y actividad específica frente a ABTS 
proporcionando  una  plataforma  adecuada  sobre  la  que  sustentar  la  evolución  hacia 
termoestabilidad. 
5.2.2 EVOLUCIÓN DIRIGIDA HACIA TERMOESTABILIDAD 
Una  vez  se  obtuvo  una  variante  que  exhibiese  niveles  elevados  de  expresión 
funcional se decidió mejorar la enzima para que fuese más estable a elevadas temperaturas. 
Para ello, se  llevaron a cabo  tres ciclos de evolución, para  los que se diseñaron protocolos 
específicos  de  detección  de  termoestabilidad  que  permitieron  el  aumento  de  la  presión 
selectiva en cada ciclo de 60°C en la 4ª G a 80°C y 90°C en la 5ª y 6ª G, respectivamente. 
En  esta  etapa  no  se  observaron  nuevas  mutaciones  en  el  péptido  señal  en  las 
variantes  secuenciadas  posiblemente  porque  solo  se  valoraron  aumentos  en  estabilidad 
térmica  lo  cual  indica  que  el  protocolo  de  screening  estaba  adecuadamente  diseñado  y 
ayudó a evitar la presencia de falsos positivos debido a aumentos de secreción de VP en el 
medio. 
El  análisis  de  los  parámetros  T50,  t1/2  y  Ta  confirmó  la  estabilidad mejorada  de  la 
variante  definitiva  (mutante  2‐1B),  seleccionada  en  el  sexto  ciclo  de  evolución.  Tras  la 
determinación de  las termoestabilidades de varios mutantes  intermedios, se apreció que  la 
T50 aumentó hasta 6°C durante los tres ciclos de evolución hacia estabilidad, una media de 







VPL2.  El  encontrar  mutaciones  de  estabilidad  (T184M,  E37K,  H39R)  durante  las 
generaciones  orientadas  a  la  secreción  nos  lleva  a  pensar  que  a  priori  dichos  cambios 
aminoacídicos pudieran influir positivamente en la exocitosis así como en estabilidad de las 
VP secretadas. 
Un  dato  que  valida  dicha  hipótesis  es  la  pérdida  y  recuperación  de  la mutación 
H39R. Dicha mutación fue  introducida en  la 1ªG destinada a detectar mejoras en secreción 
(el  mutante  4B5,  presentó  además  un  aumento  de  T50  de  4°C).  Desafortunadamente,  la 
mutación H39R  se perdió durante  los  eventos de  recombinación de  la  4ªG.  Sin  embargo, 




actividad  suelen  conferir  cierta  flexibilidad  a  la  estructura  proteica  lo  que  conlleva  una 




mayoría  de  sustratos  probados  es mayor  o  igual  que  la  de  VPL2,  Tabla  4.10,  pag  142), 
demuestran  ser  más  estables  que  ésta.  Sin  embargo,  el  proceso  de  evolución  hacia 
estabilidad no ha sido gratuito, si bien no ha causado efectos negativos en la actividad si lo 
ha hecho en la secreción que de manera global se vio drásticamente disminuida pasando de 





α  es  producido  como  un  precursor  inmaduro  de  165  aminoácidos  que  contiene  una 
secuencia señal  (prepro‐líder) de 83 aminoácidos seguido de cuatro copias de  la  feromona 
factor  α madura,  estas  copias  están  flanqueadas por unas  secuencias  espaciadoras de  6‐8 
aminoácidos  (Lys‐Arg‐[Glu/Asp‐Ala]2‐3)  (Brake, AJ  et al.,  1984; Zsebo, KM  et al.,  1986). El 
prepro‐líder  del  factor  α  ha  sido  habitualmente  utilizado  para  facilitar  la  secreción  de 
proteínas  heterólogas  en  diferentes  organismos  como  S.  cerevisiae,  P.  pastoris  y 






con  tres sitios de N‐glicosilación. El pre‐líder  interviene en  la  translocación del polipétido 
en formación al RE donde es escindido (entre los aminoácidos 19 y 20) por la acción de una 
endopeptidasa (peptidasa señal)  localizada en  la membrana del RE. Es en el RE cuando se 
añade  un  pequeño  oligosacárido  (núcleo,  Man8GlcNac2  (Mañas  Nuñez,  PI,  1997))  a  los 
residuos  de  Asn  tras  lo  que  el  polipéptido  es  dirigido  al  aparato  de  Golgi  donde  se 
adicionan residuos de manosa al núcleo constituyendo la cadena externa del oligosacárido. 
Al  pro‐líder  del  factor  α  se  le  han  atribuido  distintas  funciones  como  su  papel  en  el 
direccionamiento del polipéptido hacia vacuolas (para ser degradado por proteasas) o hacia 
vesículas  secretoras  (para  ser  secretado  al  espacio  periplásmico  o  al medio  extracelular) 
(Rakestraw,  JA  et  al.,  2009).  Además,  se  piensa  que  puede  tener  actividad  chaperona 
interviniendo en el correcto plegamiento del polipéptido. En el Golgi tardío el pro‐líder es 
procesado  por  la  acción  de  tres  proteasas:  KEX2,  STE13  y  KEX1.  KEX2  es  una 
aminopeptidasa dibásica de membrana que  reconoce  la  secuencia  (Lys‐Arg) y  corta en  su 
extremo carboxilo. Posteriormente, actúa la dipeptidil aminopeptidasa de membrana STE13 
que procesa los pares (Glu/Asp‐Ala) del extremo N‐terminal del polipéptido. Finalmente, la 
serin proteasa KEX1  escinde  las Lys  y Arg del  extremo C‐terminal, paso  esencial para  la 
maduración adecuada de  los  tándems de  factor α, aunque no es necesario en  los casos de 





constituido  por  el  prepro‐líder  y  4  copias de  la  secuencia del  factor  α maduro  con  sus  secuencias 
















del  factor  α para  favorecer  su producción heteróloga)  cuyo  extremo N‐terminal mostraba 
una serie de aminoácidos adicionales procedentes de  la secuencia de corte de  la peptidasa 
STE13 (EAEA, Glu‐Ala‐Glu‐Ala) indicando un procesamiento incompleto del pro‐líder. Este 
fenómeno  ha  sido  atribuido  a  unos  bajos  niveles  de  peptidasa  STE13  en  el  Golgi, 






En  la Figura  5.3.A1  se  representa el procesamiento  correcto hipotético del prepro‐
líder del factor α de las variantes de VP. En este caso, la secuencia del extremo N‐terminal 
sería  EFATCDDGR,  siendo  EF  la  secuencia  correspondiente  a  la  diana  de  restricción  de 
EcoRI  introducida  durante  la  construcción  del  plásmido  pJRαVPL2.  No  obstante,  la 
secuenciación  del  extremo N‐terminal  tanto  del  parental VPL2  como  de  los mutantes  de 
evolución R4 y 2‐1B, confirmó  la presencia de una extensión de 6 aminoácidos  (EAEAEF) 
correspondientes a  la  secuencia de  corte de  la peptidasa STE13  (EAEA) y  la  secuencia de 
reconocimiento  de  la  enzima  de  restricción  EcoRI  (EF)  (Figura  5.3.A2),  confirmando  el 
procesamiento incorrecto del pro‐líder del factor α. Se decidió eliminar dicha extensión con 
el  fin  de  valorar  su  contribución  a  las mejoras  observadas  en  las  VP  secretadas  por  S. 
cerevisiae. La secuenciación del extremo N‐terminal de las variantes de deleción purificadas 













Las  variantes  truncadas VPL2DEL, R4DEL  y  2‐1BDEL  se  comportaron de manera 
similar  a  las  variantes  con  la  extensión  extra, mostrando  perfiles  de  estabilidad  a  pH  y 
temperatura, así como perfiles de actividad  frente al pH semejantes. La caracterización en 
profundidad  de  R4DEL  reveló  que  las  propiedades  espectroscópicas  y  las  constantes 
cinéticas apenas variaban respecto del mutante R4. Sin embargo, los niveles de secreción de 





5.4 CARACTERIZACIÓN  DE  LAS  VP  EXPRESADAS  EN               
S. cerevisiae 
Tanto el parental VPL2 como los mutantes evolucionados R4, R4DEL y 2‐1B fueron 
purificados  y  caracterizados.  Los  mutantes  evolucionados  mostraron  características 
similares al parental VPL2 (con parecidas masas moleculares, grados de glicosilación y pIs). 




Las  características  espectroscópicas  de  las  VP  expresadas  por  S.  cerevisiae  fueron 
semejantes a  las de  la VP de P. eryngii e  incluso a  las de  la VP expresada en E. coli. Así, se 
observó un máximo  en  la  región  Soret  a  407  nm  y dos  bandas de  transferencia de  carga 
(CT1  y  CT2)  correspondientes  al  hierro  en  estado  de  alto  spin,  característico  de 
hemoproteínas. 
Por otro  lado, además de  las mejoras en secreción y termoestabilidad mencionadas 
anteriormente,  las  variantes  evolucionadas  mostraron  una  alteración  de  las  constantes 
cinéticas  para  algunos  de  los  sustratos  típicos  de  la  VP.  Como  se  ha  comentado  en  el 





Dueñas,  FJ  et  al.,  2007;  Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  2008;  Ruiz‐Dueñas,  FJ  et  al.,  2009a;  Ruiz‐
Dueñas, FJ et al., 2009b). Tras el análisis de  las constantes cinéticas se determinó que, en el 





afinidad  por  los  sustratos  ensayados  (las  Km  para  el  ABTS  y  DMP  disminuyeron 





lo que  la eficiencia catalítica  se vio drásticamente mermada  tras  la evolución  (pasando de 
1190 mM‐1 s‐1 en el parental VPL2 a 23 mM‐1 s‐1 en el mutante 2‐1B). Esta modificación de las 
constantes cinéticas encuentra explicación en el protocolo de HTP‐screening diseñado. En el 
ensayo de  screening  se empleó  como único  sustrato el ABTS, ya que éste es oxidado en el 
canal del hemo así como en el Trp164  (sitios de oxidación de baja y alta eficiencia para el 
ABTS,  respectivamente),  con  el  fin  de  evitar  la  tendencia  a  perder  actividad  en  los 
diferentes  sitios  catalíticos.  De  esta  manera,  los  valores  cinéticos  en  ambos  sitios  se 
conservaron o incluso mejoraron (como es el caso del canal del hemo). Sin embargo, el sitio 
de oxidación del Mn2+ no fue valorado durante la evolución lo que significó la introducción 
de mutaciones  que  posiblemente  afectaron  negativamente  a  dicho  centro  catalítico.  Este 
fenómeno  indica que  las propiedades que no se valoran en el screening pueden perderse o 
verse afectadas durante  el proceso de evolución dirigida. Para  futuras aplicaciones en  las 
que  pudieran  requerirse  VP  con  actividades  potenciadas  para  Mn2+,  se  podría  emplear 
alguna  de  las  variantes  evolucionadas  e  impulsar  dicha  actividad  mediante  evolución 
dirigida en combinación con enfoques semi‐racionales a través de un protocolo de screening 
específico para Mn2+.  
Se  calcularon  las  constantes  cinéticas  para  el  H2O2  empleando  como  sustrato 
reductor el ABTS (por cada molécula de H2O2 que es reducida se oxidan dos moléculas de 
ABTS). En el  transcurso de  la evolución se observó un  importante descenso de  la afinidad 
de la enzima por el H2O2 (la Km de R4 y 2‐1B aumentó 4 y 15 veces, respectivamente) sin que 
se  viera  afectada  la  eficiencia  catalítica,  Tabla  4.10,  pag  142.  Esto  implicó  que  las  VP 
evolucionadas  pudieran  trabajar  a  elevadas  concentraciones  de H2O2  además  de mostrar 
una  termoestabilidad  mejorada.  En  consecuencia,  los  mutantes  mostraron  actividades 
específicas de  3530  y  11300 U/mg  para R4  y  2‐1B,  respectivamente,  para  la  oxidación  de 
ABTS  en  condiciones  saturantes  de  H2O2,  siendo  un  posible  punto  de  partida  para 
evolucionar VP resistentes al peróxido. 
Además del descenso  en  la  afinidad por  el peróxido,  la  caracterización de  las VP 
desveló cambios en otras propiedades de la enzima que en ningún momento fueron objeto 
de mejora durante  la evolución dirigida. Así,  se observó un aumento en el pH óptimo de 







similares  a  las  de  la  VP  nativa  expresada  por  P.  eryngii,  así  como  las  VP  expresadas 
heterólogamente en A. nidulans y E.coli (Lu‐Chau, TA et al., 2004; Morales Esteban, M, 2009; 
Pérez  Boada,  M,  2003)  las  variantes  evolucionadas  mostraron  mayor  estabilidad  a  pH 
alcalinos, en especial el mutante 2‐1B. Mientras 2‐1B conservó un 60 % de actividad tras 120 
h de incubación, el parental VPL2 y R4 perdieron toda su actividad a pH 9.0 en menos de 1 
h  (Figura  4.31,  pag  145).  Es  bien  conocido  que  las  peroxidasas  fúngicas  de Clase  II  son 
sensibles a pHs básicos (Verdín, J et al., 2006). Existen estudios realizados sobre la LiP, MnP 




que  las mutaciones  introducidas  durante  la  evolución  estabilizaron  los Ca2+ estructurales 
evitando así su pérdida. 
5.5 ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE LAS MUTACIONES 











E37K  Distal  Hélice B  Cercana al sitio de oxidación del Mn2+  14.29  7.61  21.86  E36, 2x(S41)  D30, 2x(S41) 





V160A  Distal  Hélice F  Cercana al Trp164  15.87  25.52  6.52  ‐  V163, W164 
T184M  Proximal  Lámina β  Cercana al sitio de oxidación del Mn2+ 13.03  8.62  21.86  A174, I181  A174 
Q202L  Proximal  Lámina β  Zona interna  17.14  22.9  15.85  I199, A235, 2x(E304)  I199, E304 
D213A  Proximal  Sin 
estructura  Canal del hemo  20.25  20.31  29.46  ‐  ‐ 









proceso  de  evolución  dirigida  como  la  localización,  distancias  a  sitios  catalíticos  e 
interacciones con residuos circundantes. 
 
Figura  5.4. Estructura molecular de  la VP nativa  y  el mutante  2‐1B. A  la  izquierda  se muestra  la 
estructura  cristalográfica  de  la  VP  de  P.  eryngii  (PDB:  3FJW). A  la  derecha  se muestra  el modelo 
molecular propuesto para el mutante 2‐1B. Se muestran los residuos mutados; el grupo hemo en rojo 















La  mutación  T184M  parece  interrumpir  un  puente  de  hidrógeno  con  la  Ile181 
eliminando  posibles  tensiones  estructurales  en  esta  región  (Figura  5.5A  y  5.5B).  Esta 
ruptura  podría  provocar  la  reorientación  del  aminoácido  Ala174  (unido  mediante  un 
puente de hidrógeno al aminoácido 184) modificando la posición del Asp175 que es uno de 
los  tres  aminoácidos  ácidos  que  interviene  en  la  oxidación  del  Mn2+.  La  hipotética 








Glu304. Este último  residuo está  situado al  inicio de  la  cola C‐terminal de  la proteína. Es 










El oxígeno  carboxílico de  la  cadena  lateral del Glu37 parece  formar un puente de 
hidrógeno con el nitrógeno del enlace peptídico del Glu36 (ambos localizados en la hélice B, 
Figura  5.7A).  Según  el  modelo,  la  mutación  E37K  podría  romper  esta  interacción  y 
establecer  un  puente  salino  con  el  residuo  Asp30  localizado  al  final  de  la  hélice  A.  Es 








Figura  5.7. Análisis  estructural de  la mutación  E37K. A  y B muestran  la mutación E37K  (en  azul 

























Figura  5.9.  Análisis  estructural  de  la mutación  G330R.  A  y  B muestran  la mutación  G330R  (en 
naranja  y  subrayada).  El  grupo  hemo  se  representa  en  rojo,  los  aminoácidos  implicados  en  la 










oxidación  en  el  bolsillo  del  hemo,  lo  que  explicaría  el  gran  descenso  de  la Km  para  este 
sustrato  (Figura  5.10).  Por  otro  lado  el  cambio  en  la  polaridad  de  esta  región  podría 
proteger  en  cierto  modo  a  la  enzima  de  la  desnaturalización  por  temperatura.  Esta 
explicación  estaría apoyada por  el hecho de que  el mutante  intermedio 13E7 de  la  cuarta 
generación  (Figura 4.14, pag123) que presentaba  la mutación N214D  (única diferencia con 
R4) donde se produce un cambio de un aminoácido sin carga a uno cargado negativamente, 
mostró  un  descenso  en  la  termoestabilidad  (AR/AI  =  0.88)  con  valores  de  actividad 
inferiores  a  R4  (valores  TAI  de  1.73  frente  a  1.84  de  R4).  De  esta  manera,  las  cargas 















evolución,  respectivamente.  Como  se  ha  comentado  anteriormente,  esta  mutación  en  el 
mutante  4B5  supuso  una  notable  mejora  de  termoestabilidad  (aumentó  la  T50  4°C). 










y subrayada). El grupo hemo se  representa en  rojo,  los aminoácidos  implicados en  la oxidación del 
Mn2+  se  muestran  en  cian.  La  esfera  gris  representa  el  Mn2+.  La  esfera  azul  representa  el  Ca2+ 
proximal. También  se marcan  los  aminoácidos mutados presentes  en  el mutante R4  (E37K  en  azul 
oscuro y T184M en verde) y los aminoácidos implicados en la reacción con el H2O2 (Arg43 e His47) en 
color CPK.  










establecer  un  puente  de  hidrógeno  (con  diferente  orientación  y  distancia)  con  la  Pro190 
contigua a  la Thr189 que se encuentra coordinando el Ca2+ proximal, al tiempo que estaría 
conectándose con el Ca2+ distal a través de dos posibles vías: i) mediante una red de puentes 







el  mutante  2‐1B  (derecha).  Las  esferas  azules  indican  los  Ca2+  estructurales;  el  grupo  hemo  está 
representado en rojo; la mutación H39R se muestra en violeta y subrayada; los residuos involucrados 
en  la  coordinación  del  Ca2+  proximal  son  Ser170,  Asp187,  Thr189,  Asp194  y  Val192;  los  residuos 
involucrados en  la coordinación del Ca2+ distal son Asp48, Gly60, Asp62 y Ser64 y dos moléculas de 
agua que no se muestran en el modelo. 
Es probable que  la modificación de  las  interacciones de  los distintos  residuos  con 
los  Ca2+  estructurales  puede  aumentar  la  termoestabilidad  e  incluso  la  estabilidad  a  pH 
alcalinos. Esta hipótesis se apoya en estudios previos realizados en LiP, MnP y VP, en  los 






un  tratamiento  térmico  se  debe  a  la  pérdida  de  uno  o  los  dos Ca2+  estructurales  (que  se 
encuentran altamente conservados en  las peroxidasas de Clase II). Esta  inactivación puede 
revertirse  con  la adición de Ca2+  exógeno  (Banci, L  et al., 1999; George, SJ  et al., 1999; Lu‐
Chau, TA et al., 2004; Nie, G et al., 1997; Sutherland, GRJ et al., 1996; Sutherland, GRJ et al., 
1997; Timofeevski, SL et al., 1997; Verdín, J et al., 2006; Youngs, HL et al., 2000). Las posibles 
diferencias  en  la  fuerza del  puente de  hidrógeno  entre His39‐Pro190  y Arg39‐Pro190 del 
parental  VPL2  y  2‐1B,  respectivamente,  podrían  modificar  la  estabilidad  de  los  Ca2+ 
estructurales, evitando así su pérdida en condiciones alcalinas o a elevadas temperaturas. 
Adicionalmente,  la mutación H39R parece  romper un puente de hidrógeno  con  la 
Cys34,  lo  que  podría  contribuir  a  variar  la  distancia  entre  la  hélice  B  y  el  grupo  hemo 
(Figura 5.11).  
Por  último,  merece  la  pena  comentar  que  esta  mutación  podría  contribuir  a  la 
perdida de afinidad hacia el Mn2+ (la Km para el Mn2+ en el mutante 2‐1B es 100 veces mayor 
a  la del  parental VPL2),  potenciando  el  efecto  perjudicial de  la mutación E37K  y T184M 
sobre  la  catálisis  del Mn2+,  ya  que  se  localiza  contigua  al Glu40,  que  junto  al Glu36  y  el 
Asp175 forman el sitio de oxidación del Mn2+. 
Aunque  las  mutaciones  E37  y  H39  podrían  dar  lugar  a  cambios  en  la  posición 
relativa de la hélice B donde se localizan los residuos implicados en la reacción con el H2O2, 
la modificación de  la Km para el peróxido en R4 y 2‐1B estaría más bien relacionada con  la 












1. Se  ha  logrado  la  expresión  en  S.  cerevisiae de  la VP  nativa de P.  eryngii  en  forma 
soluble, estable y funcional. Para ello se sustituyó la secuencia señal nativa de la VP 
por  la  del  prepro‐líder  del  factor  α.  Se  optimizó  el  medio  de  cultivo  y  las 
condiciones de fermentación tanto para microcultivos en placas de 96 pocillos como 
para fermentaciones en matraz.  
2. Se  diseñó  un  protocolo  de  exploración  en  formato  high‐throughput  basado  en  la 
oxidación  del ABTS.  Éste  fue  empleado  en  la  evolución  dirigida  de  la  VP  hacia 






embargo,  se  redujo  la  eficiencia  catalítica  en  el  sitio  de  oxidación  de Mn2+  como 
consecuencia de la acumulación de varias mutaciones en este entorno.  
4. Durante  el  proceso  de  evolución  dirigida  hacia  secreción  y  termoestabilidad  se 
detectaron efectos  laterales  inesperados en el comportamiento de  las variantes. En 
particular, se desplazó el pH óptimo de actividad frente a ABTS de 3.0 a 4.0. Dicho 
cambio  vino  acompañado  de  una  importante  mejora  de  estabilidad  de  las  VP 
mutantes a pHs alcalinos. Asimismo se produjo un considerable aumento en  la Km 
para el H2O2 aunque sin repercutir en su eficiencia catalítica. 
5. El proceso  completo de  evolución dirigida  comprendió  seis  generaciones:  las  tres 
primeras  hacia  actividad  y  secreción,  las  dos  últimas  hacia  termoestabilidad.  La 
cuarta generación fue mixta combinando screenings tanto para actividad total como 
para termoestabilidad. 
6. Tras  los  cuatro  primeros  ciclos  evolutivos  se  seleccionó  la  mejor  variante  de 
expresión  funcional, el mutante R4,  con unos niveles de  secreción de 21 mg/L. R4 
acumuló cuatro mutaciones en la secuencia de la VP madura (E37K, V160A, T184M, 
y  Q202L).  El  meticuloso  diseño  de  las  estrategias  de  generación  de  diversidad, 







7. Tras  la  sexta  generación  se  seleccionó  la  mejor  variante  de  termostabilidad,  el 
mutante  2‐1B,  que  conservó  las  mutaciones  presentes  en  R4  e  incorporó  las 
mutaciones  de  estabilidad  H39R,  D213A  y  G330R.  2‐1B  mostró  una  T50 
incrementada  en  8°C  frente  al  parental  VPL2,  junto  con  una  t1/2 mejorada  y  una 
ampliación en su intervalo de termoactividad. 
8. Las VP secretadas por S. cerevisiae, VPL2, R4 y 2‐1B, presentaron una extensión extra 
N‐terminal  como  resultado  de  un  procesamiento  incorrecto  en  el  Golgi  por  la 
peptidasa STE13. Se diseñaron mutantes truncados mediante diversas estrategias y 
se verificó que dicho extremo no  influye en  las propiedades bioquímicas de  las VP 
pero sí es importante para su secreción en S. cerevisiae. 
9. La  plataforma  evolutiva  diseñada  en  esta  Tesis  Doctoral  ha  permitido  crear  VP 















VP  towards  secretion and activity. Additionally,  the assay was adjusted  to evolve 
the  VP´s  thermostability.  To  rule  out  false  positives,  the  analysis  of  T50  values 
during the re‐screening of the best mutant hits was performed. 
3. The  use  of  ABTS  as  reducing  substrate  in  the  different  screening  protocols  (for 






significant  improvement  in  the  stability  of  the  VP  mutants  at  alkaline  pH  was 
produced.  Along  these  lines,  the  Km  for  H2O2  was  enhanced  15‐fold  while  the 
catalytic efficiency was kept.  
5. The whole directed  evolution  experiment  comprised  6  generations:  the  first  three 
towards  activity  and  secretion  and  the  last  two  cycles  for  thermostability. The  4th 
generation combined screenings for secretion, activity and thermostability. 
6. In generation 4,  the best secretion mutant  (R4 variant with expression  levels of 21 
mg/L) was selected. R4 harbored 4 mutations in the mature protein (an aminoacidic 
backbone  formed  by  E37K,  V160A,  T184M  and  Q202L).  The  strategies  for  the 
generation of diversity  (combining random mutagenesis with  low mutational rates 
and DNA recombination) allowed us, on average, to introduce one substitution per 
round of evolution. This approach was very advantageous  in  terms of  identifying 
the roles of specific mutations. 
7. In generation 6,  the best  stability mutant  (2‐1B variant) was  selected. This mutant 







8. The  parent  type,  R4  and  2‐1B  mutants  presented  an  extra  N‐terminal  extension 
upon secretion by S. cerevisiae. An alternative processing by  the STE13 protease of 
the Golgi  compartment was  confirmed. To  study  the  influence of  the  extra  tail on 
the VP properties,  several  truncate mutants were designed  by  in vivo  and  in vitro 
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(990pb,  330  aminoácidos);  mutaciones  de  R4  (presentes  también  en  2‐1B);  mutaciones 
exclusivas de 2‐1B. 
 
1     ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC   45 
1      M   R   F   P   S   I   F   T   A   V   L   F   A   A   S    15 
 
46    TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG   90 
16     S   A   L   A   A   P   V   N   T   T   T   E   D   E   T    30 
 
91    GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA   135 
31     A   Q   I   P   A   E   A   V   I   G   Y   S   D   L   E    45 
 
136   GGG GAT TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT   180 
46     G   D   F   D   V   A   V   L   P   F   S   N   S   T   N    60 
 
181   AAC GGG TTA TTG TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT   225 
61     N   G   L   L   F   I   N   T   T   I   A   S   I   A   A    75 
 
226   AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA   270 
76     K   E   E   G   V   S   L   E   K   R   E   A   E   A   E    90 
 
271   TTC GCA ACT TGC GAC GAC GGA CGC ACC ACC GCA AAT GCT GCA TGT   315 
91     F   A   T   C   D   D   G   R   T   T   A   N   A   A   C    105 
 
316   TGC ATT CTG TTC CCC ATC CTC GAT GAC ATC CAA GAA AAC CTC TTC   360 
106    C   I   L   F   P   I   L   D   D   I   Q   E   N   L   F    120 
 
361   GAC GGT GCC CAG TGT GGA GAA AAG GTG CGC GAG TCC CTT CGT TTG   405 
121    D   G   A   Q   C   G   E   K   V   R   E   S   L   R   L    135 
 
406   ACT TTC CAC GAT GCA ATC GGT TTC TCT CCT ACT TTA GGC GGA GGA   450 
136    T   F   H   D   A   I   G   F   S   P   T   L   G   G   G    150 
 
451   GGA GCT GAC GGT TCC ATC ATC GCG TTC GAC ACC ATT GAG ACT AAT   495 
151    G   A   D   G   S   I   I   A   F   D   T   I   E   T   N    165 
 
496   TTC CCC GCC AAT GCT GGC ATC GAT GAA ATC GTC AGT GCT CAG AAG   540 
166    F   P   A   N   A   G   I   D   E   I   V   S   A   Q   K    180 
 
541   CCA TTC GTG GCT AAA CAC AAC ATC TCC GCC GGC GAC TTC ATT CAA   585 
181    P   F   V   A   K   H   N   I   S   A   G   D   F   I   Q    195 
 
586   TTT GCT GGC GCC GTT GGA GTC TCC AAC TGC CCT GGT GGT GTC AGG   630 






631   ATT CCT TTC TTC TTG GGT CGC CCG GAT GCC GTG GCC GCC TCC CCG   675 
211    I   P   F   F   L   G   R   P   D   A   V   A   A   S   P    225 
 
676   GAC CAC CTC GTG CCA GAG CCT TTT GAT TCT GTT GAC TCC ATT CTT   720 
226    D   H   L   V   P   E   P   F   D   S   V   D   S   I   L    240 
 
721   GCC AGA ATG GGT GAC GCA GGC TTC AGT CCC GCC GAG GTT GTT TGG   765 
241    A   R   M   G   D   A   G   F   S   P   A   E   V   V   W    255 
 
766   CTC CTG GCT TCG CAC TCC ATT GCC GCT GCC GAC AAG GTT GAC CCA   810 
256    L   L   A   S   H   S   I   A   A   A   D   K   V   D   P    270 
 
811   TCG ATT CCT GGA ATG CCA TTC GAT TCA ACC CCC GGA GTT TTT GAT   855 
271    S   I   P   G   M   P   F   D   S   T   P   G   V   F   D    285 
 
856   TCT CAA TTC TTC ATC GAA ACG CTA CTT AAA GGC AGA CTC TTC CCA   900 
286    S   Q   F   F   I   E   T   L   L   K   G   R   L   F   P    300 
 
901   GGC ACT GCT GCC AAC AAG GGA GAA GCC CAA TCT CCA TTG CAA GGA   945 
301    G   T   A   A   N   K   G   E   A   Q   S   P   L   Q   G    315 
 
946   GAG ATC AGG CTT CAG TCC GAT CAC TTG TTG GCT AGA GAC CCC CAG   990 
316    E   I   R   L   Q   S   D   H   L   L   A   R   D   P   Q    330 
 
991   ACT GCC TGC GAA TGG CAG TCC ATG GTT AAC AAC CAA CCG AAG ATT   1035 
331    T   A   C   E   W   Q   S   M   V   N   N   Q   P   K   I    345 
 
1036  CAG AAC CGT TTC GCT GCT ACC ATG TCG AAG ATG GCT CTT CTT GGC   1080 
346    Q   N   R   F   A   A   T   M   S   K   M   A   L   L   G    360 
 
1081  CAA GAC AAG ACC AAA TTG ATT GAC TGT TCC GAT GTT ATC CCC ACC   1125 
361    Q   D   K   T   K   L   I   D   C   S   D   V   I   P   T    375 
 
1126  CCT CCT GCC CTT GTC GGA GCG GCC CAC TTA CCG GCG GGA TTT TCT   1170 
376    P   P   A   L   V   G   A   A   H   L   P   A   G   F   S    390 
 
1171  CTT AGC GAT GTA GAG CAA GCG TGC GCC GCG ACG CCT TTC CCT GCT   1215 
391    L   S   D   V   E   Q   A   C   A   A   T   P   F   P   A    405 
 
1216  CTT ACT GCT GAC CCA GGC CCA GTA ACC TCC GTC CCT CCC GTC CCT   1260 
406    L   T   A   D   P   G   P   V   T   S   V   P   P   V   P    420 
 
1261  AGA TCG TAA   1269 
421    R   S   * 
 
  
  
 
